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OZET

Anahtar kelimeler: Bugday, tuz stresi, bor, fotosentetik aktivite, klorofil a floresansi,
antioksidant system, NaCl, Triticum aestivum L.

Bu calismada tuz (NaCl; 150 mM), bor (H3;BOs; 30 uM) ve tuztbor (NaCl; 150
mM+H;BO;; 30 pM) uygulamalarinin iki farkli bugday (7riticum aestivum L.)
genotipinde (Momtchil ve Pamukova-97) neden oldugu fizyolojik ve biyokimyasal
degisimler karsilastirmali olarak incelenmistir. Klorofil a floresansi 6lgiimleri tuz+bor
uygulamalarinin Pamukova-97 genotipinde fotosentetik aktiviteyi azalttigini, Momtchil
genotipinde ise daha olumlu ydnde etkiledigini gostermistir. Ozellikle alan (OJIP
egrisinin iizerinde kalan bolge), AV/At, (kapali reaksiyon merkezlerinin birikim hizi),
Wo/(1-¥) (151832 bagimli olmayan (karanlik) reaksiyonlarin performans gostergesi),
RC/ABS (FS II’deki anten klorofilleri basina aktif reaksiyon merkezi miktari), ABS/RC
(reaksiyon merkezi bagina FS II’in ortalama anten boyutu), TR,/RC (FS II’de reaksiyon
merkezi basina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini saglayan maksimum enerji) ve
DI/RC (FS II’de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen
dissipasyon enerjisi) parametrelerindeki degisimler, tuz+bor uygulamalarinin Momtchil
genotipinde tuzlulugun neden oldugu hasarlari bir 6lgiide iyilestirdigini gostermistir. Her
iki genotipte de uygulamalar sonucunda askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi
antioksidant enzimlerin aktiviteleri azaldigindan, diisiik bir askorbat-glutatyon dongiisii
aktivitesi belirlenmistir. Ancak Pamukova-97’de tuztbor uygulamasi membran
peroksidasyonuna, toplam karotenoid miktarinda azalmaya ve fotosentetik pigmentlerin
parcalanmasina neden olmustur.

Buna gore ¢alismamizdaki tuz+bor uygulamalarinin her iki genotipin yapraklarindaki
askorbat-glutatyon ~dongiisiinii ve antioksidant sistemi olumsuz etkiledigi
sOylenebilir. Ancak tuztbor uygulamasinin 6zellikle Momtchil genotipinde
yapraklardaki fotosentetik pigment miktarini artirmasi, MDA birikimini azaltmasi ve
fotosentetik aktiviteyi nispeten olumlu etkilemesi nedeniyle tuzun yol actig
metabolik olumsuzluklari bir dereceye kadar iyilestirdigi sonucuna varilabilir.
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INVESTIGATION OF POSITIVE EFFECTS OF BORON IN
DIFFERENT WHEAT GENOTYPES UNDER SALT STRESS

SUMMARY

Keywords: wheat, boron, salt stress, photosynthetic activity, chlorophyll a
fluorescence, antioxidant system, NaCl, Triticum aestivum L.

In this study, the physiological and biochemical changes of salt (NaCl, 150 mM), boron
(H;BOs3; 30 uM) and salt+boron (NaCl, 150 mM+ H;BOs; 30 uM) applications were
comparatively investigated in two different wheat (Triticum aestivum L.) genotypes
(Momtchil and Pamukova-97). Chlorophyll a fluorescence measurements showed that
salt+boron application decreased photosynthetic activity in Pamukova-97 while
salt+boron application induced it. Changes in some chlorophyll a fluorescence
parameters, such as AV/At, (accumulation rate of closed reaction centres), Wo/(1-¥y)
(performance indicator of the dark reactions), RC/ABS (the amount of active reaction
centres per antenna chlorophylls in PSII), ABS/RC (average anttenna size of PSII per
reaction centres), TR/RC (the maximum amount of trapped energy per reaction centres
which reduces Q,), DI/RC (the amount of dissipation energy in PSII per reaction
centres), indicated that salt+boron application ameliorated photosynthetic activity in
Momtchil which was reduced by salinity to some extent. It has been determined that all
applications led to the lower ascorbate-glutathione cycle activity, as evaluated with the
lower ascorbate peroxidase and glutathione reductase activities. However, salt+boron
application caused to higher level of membrane peroxidation, reduced total carotenoid
content and degredation in photosynthetic pigments in Pamukova-97.

As a result, it could be said that salt+boron application inhibited the ascorbate-
glutathione cycle and affected antioxidant system negatively in the leaves of both
genotypes. However, we may conclude that salt+boron application ameliorate the
negative metabolic effects of salinity because of the lower MDA accumulation and
higher photosynthetic activity and photosynthetic pigment content in the levaes of
Momtchil.
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BOLUM 1. GIRiS

Bitkiler yasantilarmi siirdiirdiikleri bolgelerde, gelisimlerini sinirlayict olumsuz
sartlara maruz kalmaktadir. Oysaki bitkilerin biliylimesi ve gelismesi i¢in uygun
cevresel kosullara ihtiyaci vardir. Cevresel kosullarda olusan her degisim; bitki
biiyiimesini, gelismesini ve metabolizmasin1 etkilemekte ve bitkilerde stres
kavramini ortaya ¢ikarmaktadir (Giirel ve Avcioglu, 2001). Stres kavrami “bitkilerin
bliylime ve gelismesine aksi yonde etki eden ya da durduran, iirlin miktar1 ve
niteliginde diisiise sebep olan etmen” olarak tanimlanabilir. Stres etmenlerinin
bitkinin bazi organlarina ya da biitiiniine zarar verebilecegi rapor edilmistir (Hale ve
Orcutt, 1987). Fakat stres etmenlerinin yarattig1 bu zarar bitkinin genetik adaptasyon
yetenegine, stresin c¢esidine, miktarina ve uygulanma siiresine gore farklilik
gostermektedir (Dubey, 1994; Kadioglu, 2004; Madhova ve ark., 2005). Stres
etmenleri giiniimiize gelene kadar farkli sekillerde kategorize edilmistir. Giiniimiizde
ise bitkilerde stres faktorleri kokenlerine gore biyotik (bitkiler, mikroorganizmalar,
hayvanlar ve antropogenik etkiler) ve abiyotik stres faktorleri (radyasyon, sicaklik,
su, gazlar, mineraller vb.) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Larcher, 1995). Stres
faktorlerinin tiimii bitkinin biyosentetik kapasitesini azaltarak, yasam fonksiyonlarini

diistirmekte ve sonunda 6liimiine neden olmaktadir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Ekilebilir alanlarin veriminde azalmaya neden olan abiyotik streslerden birisi olan
mineral stresinin en bilyliik kaynagini tuzluluk olusturmaktadir (Tuteja, 2007).
Diinyamizda kurak ve yari-kurak alanlarda yikanarak yer alti suyuyla karigan
¢oziinebilir tuzlarin yiiksek taban suyu ile kapillarite araciligiyla toprak ylizeyine
ulagmas1 ve evaporasyon sonucu toprak yiizeyinde tuzun birikmesi sonucu toprak
tuzlulugu meydana gelmektedir (Patel ve ark., 2002; Rogers, 2002). Bitki biiyiime ve
gelismesini tehdit eden en 6nemli sorunlardan birisi olan tuzluluk; tarim alanlarinda

topragin yapisint bozup tuzlulugunu arttirmakta, bitkilerin iiriin kalitesi ve



verimliligini 6nemli derecede kisitlamaktadir (Koca, 2007). Herhangi bir topragin
tuzlu olarak nitelendirilebilmesi igin bitkinin gelisim siirecini aksi yonde etkileyecek
kadar ¢oziiniir tuz bulundurmasi gereklidir. Tuz bilesikleri hem topragin altinda hem
de yeralt1 sularinda birikim yaparak primer tuzlulugun kaynagini olusturur. Primer
tuzlulugun dogal olusum nedenlerinden biri anakayanin aginmasi sonucu ¢oziiniir tuz
bilesiklerinin ortaya ¢ikmasidir. Primer tuzlulugun bir diger olusum nedeni ise;
okyanus suyunda bulunan tuzlarin yagmur ve riizgar yardimiyla topragin yapisina
karismasidir. Sekonder tuzlanmanin sebebi ise kisaca topraktaki su dengesinin
bozulmasidir. Bu bozulmalara sebep olan etkenler; insan aktiviteleri, tarimsal olarak
tek yillik bitkilerin ¢ok yillik bitkilerden fazla tercih edilmesi, drenajin eksikligi ve
sulama suyunun igerigindeki tuz bilesikleridir (Ashraf, 1994; Marschner, 1995). Tuz
stresinin bitkilerdeki ilk etkisi osmotik ve iyon stresi olusturmasidir, ikinci ve dolayl
etkisi ise bu stres faktorleri sonucunda bitkide meydana gelen oksidatif strestir
(Botella ve ark., 2005). Toprak soliisyonunun osmotik potansiyelinin azalmasi,
bitkinin mineral madde beslenmesinin bozulmasi ve 6zel iyon faktorii (sodyum ve
klor toksisitesi) tuzlulugun bitki biiyiime ve gelismesi ilizerindeki zararli etkileri
olarak kabul edilmektedir (Marscher, 1995). Bitkilerin strese girebilecegi tuzlu
topraklarda, tuz K* gibi iyonlarla rekabete girebilir ve K™ alinimin1 inhibe edebilir.
Bunun sonucunda bitkilerde K* eksikligi ortaya ¢ikar. Yogun tuz konsantrasyonlari
bitkilerde Na* ve CI” miktarmi artirirken; K, Ca*? ve Mg+2 miktarin1 azaltmaktadir
(Khan ve ark., 2000; Khan, 2001). Tuz stresi altindaki Guavada (Psidium guajava)
bitkisinde koklerle kiyaslandiginda, yapraklardaki Na® ve CI° birikiminin daha
belirgin oldugu gozlenmistir. Aym1 zamanda koklerdeki Ca*? miktarinda bir
degisiklik gozlenmemistir fakat yapraklarda Ca*?, Mg™ ve K™ birikimi azalmstir
(Ferreira ve ark., 2001).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerin hiicrelerindeki su miktar1 tiire ve ayni tiiriin
genotiplerine bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Tuzlu bir ortamda iken
hiicrelerindeki su miktar1 fazla olan bitkilerin, tuza kars1 daha toleransl oldugu kabul
edilmektedir. Yapraklarin yapisinda bulunan su miktarinin, bir bitkinin genel hidrolik
durumunun degerlendirilmesinde en giivenilir belirleyici oldugu diistiniilmektedir.

Bitkilere uygulanan tuz yogunlugu arttikca osmotik potansiyelin azaldigi ve turgor



basincinin arttig1 gézlenmistir (Hernandez ve ark., 1999; Meloni ve ark., 2001; Khan,
2001; Romeroaranda ve ark., 2001; Ahmad ve ark., 2012). Bunun yani sira, kisa
stireli tuz stresi uygulamalarinin Hint keneviri bitkisinde oransal su miktari,
transpirasyon hizi, yaprak su potansiyeli, su alinimi ve suyun kullanim oranini
azalttig1 belirlenmistir (Chaudhuri ve Choudhuri, 1997). Bir baska ¢alismada ise iki
farkli musir genotipine tuz stresi uygulanmasi sonucu yapraklarda oransal su

miktariin distiigii ve su eksiklik indeksinin yiikseldigi gozlemlenmistir (Dogru,
2014).

Baz1 bitki tilirlerinin tuz stresine maruz kaldiklar1t zaman sentezledikleri bir¢ok
protein tanimlanmis ve bu proteinler iki grup altinda kategorize edilmistir (Hurkman
ve ark., 1989, Pareek ve ark., 1997, Ali ve ark., 1999). Ilk grupta bulunan proteinler
yalmzca tuz stresi kosullarinda sentezlenen “tuz stresi proteinleri” dir. Ikinci
gruptakiler ise tuz stresi disindaki sicaklik, kuraklik, sel, mineral madde dengesizligi
gibi durumlarda da sentezlenen “stresle ilgili proteinler” dir. Tuz stresi proteinlerinin
bitkilerde stres durumu ortadan kalktiktan sonra kullanilmak {izere azotun
depolanmasina olanak verdigi ve osmotik dengeye katki sagladigi da rapor edilmistir
(Singh ve ark., 1987). Tuz stresine kars1 toleransi olan arpa (Hurkman ve ark., 1989),
aycicegi (Ashraf ve Tufail, 1995), dar1 (Uma ve ark., 1995) ve piring (Pareek ve ark.,
1997, Lutts ve ark., 1996) bitkilerinde, tolerans gostermeyenlere oranla ¢oziiniir
protein miktarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Tuz stresinin su mercimeginin
yapraklarindaki ¢0ziiniir protein miktarinin azalmasma yol a¢tifi da ortaya
cikarilmigtir (Ashraf ve Waheed, 1993). Aspir (Ashraf ve Fatima, 1995), Melilotus
indica ve Eruca sativa (Ashraf, 1994) bitkilerinde ise tuz stresi durumunda
yapraklarda bulunan ¢0ziiniir protein miktar1 tuza tolerans gosteren ya da

gostermeyen genotiplerinde bir degisiklik gdstermemistir.

Tuz stresiyle kars1 karsiya kalan bitkilerin hiicrelerinde aminoasit birikimi olmaktadir
(Ashraf, 1994; Mansour, 2000). Yapilan calismalarda tuz stresiyle karsilagmis
bitkilerde en ¢ok birikim gosteren aminoasitin prolin oldugu tespit edilmistir

(Greenway ve Munns, 1980; Ashraf, 1993; Ashraf, 1994; Ali ve ark., 1999; Abraham



ve ark., 2003). Prolin birikimi tuz stresi altindaki monokotil bitkilerde alisilagelmis
bir durumdur (Storey ve ark., 1977). Fakat monokotil bir bitki olan arpada tuz
stresinin prolin birikimine sebep olmadig tespit edilmistir (Yamaya ve Matsumoto,
1989). Prolin birikimi bitki hiicrelerinde kuraklik durumunda da gergeklesebilir. Bu
sonug, prolin sentezinin su potansiyeli diisiikliigiine bagli olarak verilen bir tepki
oldugunu gostermektedir (Ashraf, 1994). Tuz stresiyle karsilasan bitkilerde amidlerin
birikim hiz1 azot iceren bilesiklere gore daha diistiktiir (Mansour, 2000). Bu genel
yargilya ragmen asparagin miktarinin tuz stresi kosullarinda artig gosterdigi ortaya
cikarilmigtir (Fougere ve ark., 1991; Rabe, 1990). Yapilan bir ¢alismada tuz stresine
maruz birakilmig Agrostis stolonifera bitkisinde asparagin birikiminin prolin
birikimine gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Dubey, 1997). Yapilan bazi
caligmalarda tuz stresine karst dayanikli olan bugday genotiplerinde glutamin ve
glisinbetain miktarinda artis gézlenmistir (Colmer ve ark., 1995). Proline benzer
olarak amidlerin de kuraklik stresi durumunda bitki hiicrelerinde birikim gosterdigi
belirlenmistir (Raggi, 1994).

Bitkiler igin enerji kaynagi olan lipidler ayn1 zamanda hiicresel membran sistemleri
icin de 6nemli fonksiyonlara sahiptir (Singh ve ark., 2002). Bitkilerde tuz ve kuraklik
stresi kosullarinda yag asitleri doymamis hale gecerek g¢evresel stres faktorlerine
kars1 tolerans gelistirilmesinde onemli rol oynar. Tuz stresine maruz birakilmig
Spartina patens bitkisinin hiicrelerinde sterol ve fosfolipid miktarinin azaldigi, fakat
sterol/fosfolipid oraninda bir degisme olmadig1 rapor edilmistir (Wu ve ark, 1998).
Ayrica yapilan bu ¢aligma, tuz stresinin hiicrelerdeki glikolipid miktarint artirdigini,

fosfotidilkolin ve fosfotidiletonalamin miktarini ise azalttigin1 gostermistir.

Tuzluluk bitkiler lizerinde uzun ve kisa siireli etkiler sonucu farkli cevaplarin
olusumuna neden olmaktadir. Tuz uygulamasindan birka¢ saat ya da birka¢ giin
icinde beliren etkiler “kisa siireli etkiler” olarak tanimlanabilir. Stomalarin
kapanmas1 ve karbon asimilasyonunun yavaslamasi kisa siireli tuz stresi etkilerine
ornek olarak verilebilir. Uzun siireli etkilerin sonucunda ise tuz iyonlarmin

yapraklarda birikim gostermesiyle sodyum ve klor toksistesi olusur (Munns ve



Termat, 1986). Fotosentez sirasinda kloroplastlarda olusan oksijen, tuz stresi
kosullarinda elektron tasinim reaksiyonlarindan g¢ikan elektronlar: alarak siiperoksit
radikalini (O2) meydana getirebilir. O,  radikali de birtakim reaksiyonlar sonucu
hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH") ve diger aktif oksijen tiirlerinin
(AOT) olusmasina sebep olur. 'O, (singlet oksijen) ve HO, (perhidroksi radikali) de
tuz stresi altindaki bitkilerin dokularinda olusan AOT’ler arasindadir. AOT’ler toksik
etkiye sahip bilesikler oldugu i¢in proteinler, lipidler, karbohidratlar ve DNA’da
yapisal zararlara sebep olarak hiicre Oliimiine yol acar. Bitkilerde bulunan
antioksidant savunma mekanizmalari normal sartlarda AOT’lerin
detoksifikasyonundan sorumludur (Foyer ve Noctor, 2005). Fakat tuz stresi, UV
isinlar, kuraklik, agir metaller, asir1 sicaklik degisimleri, besin eksikligi, hava
kirliligi, herbisitler ve patojen saldirilar1 gibi etkenler AOT’lerin olusum hizi ve
detoksifikasyonu arasindaki dengeyi bozar. Bu denge bozuldugunda AOT’lerin hiicre
icindeki miktar1 artar (Bhattachrjee, 2005).

Bitkiler, stres faktorlerinin etkisiyle hiicre ve dokularda birikim gésteren AOT’lerin
zararli etkilerinden korunmak amaciyla bir antioksidant sistem gelistirmislerdir.
Enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenler antioksidant sistemi meydana getiren
Ogelerdir. Antioksidant sistemin enzimatik bilesenlerini siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), guaiakol peroksidaz (GPOD)
ve katalaz (KAT) olusturur. Askorbik asit (C vitamini), glutatyon, karotenoidler,
flavanoidler, antosiyaninler ve o-tokoferol (E vitamini) antioksidant sistemin
enzimatik olmayan bilesenlerini olusturur. Strese maruz kalmis bir bitkide
antioksidant enzim etkinligi ve antioksidant bilesiklerin miktarinda olusan
degisimler, bize bitkinin strese kars1 tolerans ve duyarlilik derecesi hakkinda bilgiler
sagladig1 i¢in Onemlidir. Antioksidant sistemin enzimatik ve enzimatik olmayan
unsurlarinin es giidiim halinde ¢alismasi sonucunda bitki hiicrelerinde meydana gelen

AOT’ler etkili bir sekilde detoksifiye edilir.



Bitkiler yiiksek tuz yogunluklarina maruz kalmalarina ragmen, biiylime ve yasam
dongiilerini tamamlayabilir ve bu yetenekleri ‘‘tuz toleransi’” olarak tanimlanir
(Parida ve Das, 2005). Bitkiler biinyelerindeki tuz igerigini bazi mekanizmalar
gelistirerek regiile etmektedir (Dajic, 2006). Bu mekanizmalardan biri rizosferde
fazla miktarda tuzun bulundugu durumlarda, kok hiicrelerinin  membran
gecirgenliginin Na* ve CI™ gibi iyonlara kars1 diisiik olmas1 sonucu bitkinin tuzdan
sakinimi seklinde agiklanir (Liittge, 2002). Bir baska mekanizma ise yaprak
epidermisinde bulunan tuz salgi tiiylerinin (trikom) ve tuz salgi bezlerinin; tuzdan
etkilenmis bitkinin yapisindaki tuzun atilmasim1 ve tuz iceren yapraklarin
dokiilmesini saglamaktir (Munns ve Tester, 2008). Tuz yogunlugu sukkulent yapilar
ile de seyreltilebilir. Bitkilerde yaprak dokusunda biriken yogun tuz
konsantrasyonunu seyreltik bir diizeyde tutmay1 saglayan mekanizma “sukkulentlik
olarak adlandirilir (Glenn ve ark., 1999). Tuzun tekrar dagilimi ile ise geng
dokulardan Na*’nimn ve CI’nin floeme aktarimi gerceklesir. Bdylelikle yapraklardaki
tuz miktarinin seyreltilmesi saglanir (Larcher, 1995). Bitkiler, tuzun olumsuz
etkilerinden sakinmasina ragmen tuzlu ortamlarda hayatlarini siirdiirebilmeleri

tuzluluga kars1 gelistirdikleri biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalara baglidir.

Bitkilerin biiylime ve gelismesi tizerinde etkili olan faktorler, fotosentetik aktiviteyi
de etkilediginden stresle ilgili yapilan arastirmalarda fotosentez hizi1 da
incelenmektedir. Klorofil a floresans1 teknigi fotosentez hizin1 ve fotosentetik
aktiviteyi 6lgmeye imkan taniyan oldukg¢a modern ve hassas bir tekniktir (Maxwell
ve Johnson, 2000; Hunt, 2003; Baker ve Rosenquist, 2004). Klorofil a floresansi
teknigi, klorofil molekiillerinin absorbladigi 151k enerjisinin ne kadarinin fotosentetik
elektron tasinim reaksiyonlarinda kullanildigi ve fazla 1sik enerjisinin PSII’de
yarattig1 zararli etkiler konusunda bilgi vermektedir. Bu teknigin en Onemli
avantajlarindan biri de, bitki tiirlerinin herhangi bir stres faktoriinii tolere edebilme
kapasitesinin belirlenmesini saglamasi ve bu stresin yarattigi zararin boyutlar

hakkinda bilgi sunmasidir (Maxwell ve Johnson, 2000).



“JIP testi” giinlimiizde bitki stres fizyolojisi alaninda yaygin olarak tercih edilen bir
tekniktir ve fotosentetik aygitin gevresel stres faktorlerine karsi verdigi cevaplarin
arastirtlmasinda kullanilir (Yusuf ve ark., 2010). Bitkilerin PSII aktivitesi, floresans
sinyalleri ve bunlarin analitik olarak ifade edilmesi arasindaki iliskileri arastirmada

JIP testinden yararlanilir (Bussotti ve ark., 2007).

Ulkemizin iklim ve ekolojik &zellikleri, tarimsal iiretimde birgok iiriiniin
yetistirilmesine imkan vermektedir. Bugday tiretimi de iilkemizin her bolgesinde
yapilmaktadir ve bugday tarla bitkileri icerisinde ekilis alam1 ve iiretim miktari
acisindan iilkemizde ilk sirayr almaktadir. Bugday iiretimi ve 1slah yoluyla elde
edilmis olan genotip ¢esitliligi bakimindan kendine yeterli diizeyde olan Tiirkiye’de,
zaman zaman olumsuz gevresel kosullarina bagli olarak iiretimde ve kalitede bazi

problemler yasanmaktadir. Bu stres kosullarinin en énemlilerinden biri tuz stresidir.

Tuz stresi tahil verimini etkilemektedir. Tuz stresi altindaki bitkilerde asir1 miktarda
biriken Na*, K" ’un alimin1 engellemektedir (Siegel ve ark., 1980) ve CI  ise dzellikle
NO;™ alimi tlizerine olumsuz etki yaparak (Kirkby ve Knight, 1987; Giines ve ark.,
1994; Inal ve ark., 1995) bitkilerde iyon dengesizligine yol agmaktadir (Lewitt,
1980). Bitki sitosoliinde ¢ok fazla Na’™ bulunmasi; protein sentezini ve enzim
aktivitesini engelleyerek toksik bir etki yaratmaktadir (Hajrasulliha, 1980). Tuzun
bitkiler tizerindeki olumsuz etkilerinin ortadan kaldirilmasi igin bitkilerde direng
mekanizmasinin 1yi tespit edilmesi ve bu mekanizmanin c¢aligmasina yardimci
uygulamalarin yapilmast gerekir. Tuz stresi altinda olan bitkilerde gerekli mikro
besin elementlerinden olan bor (B) bitkilerin gelisimlerini tamamlamalar1 ve iyi tiriin
verebilmeleri i¢in gerekli olmaktadir (Warington, 1923). Bor bitkilerde topraktan Na
alimmin azaltilmasinda ve K' alimmin arttirilmasmin yaninda bitkilerde K'/Na"
oraninin bitki lehine 1iyilestirilmesinde olumlu etkilere sahip oldugu yapilan
calismalar sonucunda tespit edilmistir (Muhammed ve ark., 1987; Maathuis ve
Altmann, 1999). Bitkilerin gereksinim duyduklar1 bor miktar1 olduk¢a diigiik bir
seviyededir (Taban ve Erdal, 1999). Borun bitkilerde noksanlik belirtilerine neden

olan miktar1 ile toksisiteye neden olan miktar: arasinda az bir fark bulunmaktadir



(Keren ve Bingham, 1985; Marschner, 1995; Goldberg, 1997; Chapman ve ark.,
1997). Bora kars1 hassas olan tahillardan bugday; biiyiime ortaminda asagi yukar1 2
mg kg™ kadar boru tolere edebilmektedir (Gupta ve ark., 1985).

Bu caligmanin amaci, tuz stresi altindaki farkli bugday genotiplerinde bor ve tuz
uygulamalarinin bitki gelisimi {izerine etkisinin arastirilmast ve bor-tuz etkisinin

bitkide meydana getirdigi iyi yondeki degisikliklikleri incelemektir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkilerde Biiyiime-Gelisme ve Stres Kavrami

Bitkilerde biiyiime; genler tarafindan kontrol edilen bitki hiicrelerinin ¢ogalmasi,
bliylimesi ve farklilasmas1 ile ger¢eklesmektedir. Bitkilerde biiylimenin
gerceklesebilmesi anabolik tepkimelerin katabolik tepkimelere gore daha hizl
meydana gelmesini gerektirir (Larcher, 1995). Biiyiimeyle birlikte bitkide birtakim
yapisal degisiklikler ve farkli organlarin olusumuyla bitkinin baglangicindan
Omriiniin dolmasma kadar gegen siiregte farklilasma adi verilen degisiklikler
meydana gelmektedir (Sebanek, 1992). Bitkilerin biiyiimesinde ¢evresel faktorler ve
hormonal faktorler de etkin rol oynamaktadir. Bitkiler ¢evresel faktorlerde giinliik ve
mevsimsel olarak meydana gelen degisimlere ragmen biiylime ve gelisimlerini
stirdiirebilir. Ancak bir veya birden fazla faktoriin olumsuz yonde ve asir1 derecede
degismesi bitkilerde biliylime ve gelismeyi yavaslatacagi gibi, canliligin sona
ermesine yol agacak hasarlara da neden olabilir (Shao ve ark., 2008). Lewitt (1980)
stresin tanimin1 “canlilar i¢in elverissiz ¢evre kosullar1” olarak yapmistir. Bu
elverissiz kosullara neden olan faktorlere “stres” denilmektedir. Stres faktorleri
bitkilerin yagamlarinin herhangi bir doneminde ortaya cikarak bitkileri olumsuz
yonde etkilemektedir. Bitkiler yasamlar1 boyunca birgok stres faktorii ile ayni
zamanlarda karsilasabilmektedir (Larcher, 1995). Sesil karakterlerinden dolay stres
etmeninden uzaklagarak kagma gibi bir olanagi olmayan bitkiler strese dogrudan
maruz kalirlar. Stres faktorlerinin sebep oldugu zarar; bitkinin tiiriine, tolerans ve

adaptasyon kabiliyetine bagli olarak farkli boyutlarda olabilmektedir.
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2.2. Stres Faktorlerinin Sistematigi
Stres faktorleri arastirmacilar tarafindan farkli sekillerde siniflandirilmistir. Fakat

giinimiizde kokenleri esas alinarak abiyotik ve biyotik stres faktorleri seklinde

smiflandirilmaktadir (Alexieva ve ark., 2003; Lewitt, 1980).

Stres Faktorleri

Biyotik Faktérler Abiyotik Faktérler
1. Isik
1. Bitkiler 2. Sicakhik
3.Su

2. Mikroorganizmalar
4. Gazlar

5. Mineral maddeler
6. Mekanik etkiler

3. Hayvanlar

4. Iinsan etkileri

Sekil 2.1. Bitki biiylimesi ve gelismesinde etkili olan stres faktorleri (Larcher, 1995).

Lichtenthaller (1996) stres faktorlerini “dogal stres faktorleri” ve “antropojenik stres
faktorleri” olarak iki boliime ayirmustir. Dogal stres faktorleri; su, sicaklik, besin
maddesi eksikligi, uzun yagish donemler, viriisler, funguslar ve bakteriyel
etmenlerdir. Antropojenik, yani dogada insanoglunun neden oldugu etkiler ise;
herbisitler, funguslar, hava Kirleticiler, ozon, asit yagmurlari, agir metaller, asiri
giibreleme, UV artis1, CO, diizeyi ve tuzlanmadir. Larcher (1995)’e gore ise biyotik
stres faktorlerini bitkiler (yogunluk, allelopati, parazit, bitkiler), mikroorganizmalar
(viriisler, bakteriler, mantarlar), hayvanlar (otlama, ezilme), insanlar (kirlenme, tarim
ilaglari, toprak sertligi, yangin, iyonize radyasyon, elektromagnetik alan) olusturur.
Abiyotik stres faktorleri de 1s1k (eksiklik, fazlalik, UV), sicaklik (yiiksek sicaklik,
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diisiik sicaklik, donma), su (kuru hava, kuru toprak, su baskini), gazlar (oksijen
eksikligi, volkanik gazlar), mineral maddeler (eksiklik, fazlalik, dengesizlik,
tuzluluk, asitlik, bazlik) ve mekanik etkiler (riizgar, erozyon, gémiilme, kar ortiisi,
buz tabakasi) olusturmaktadir (Sekil 2.1.). Stres faktorleri, temel fizyolojik ve
metabolik olaylarda farliliklara neden olarak, bitkilerde biiylime ve gelismeyi

olumsuz yonde etkilemekte, iiriin, kalite ve miktarinin azalmasina neden olmaktadir.

2.3. Bitkilerin Strese Karsi Verdikleri Cevaplar

Bitkiler stres kosullarmin neden oldugu olumsuzluklar1 azaltmak veya ortadan
kaldirmak amaciyla cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu savunma
mekanizmalar1 sayesinde organizmanin olumsuz sartlar altinda canliligini siirdiirme
yetenegi “stres direnci” ya da “stres dayanikliligi” olarak tanimlanir. Bitkilerin stres
faktorleri karsisinda gosterdikleri cevaplarin siddeti birgok etkene bagli olarak
degiskenlik gosterebilir. Bitki strese tamamen dayaniklilik gosterebilecegi gibi,
yalnizca bazi organlar strese karsi dayaniklilik da gelistirebilir. Bitkilerde stres
dayanikliliginin derecesi, stresten kaynaklanan oOzelliklere (stresin siddeti, stresin
sliresi, strese maruz kalma sayisi, stres kombinasyonlari) ve bitkiden kaynaklanan
ozelliklere (stres altindaki doku veya organ, bitkinin gelisim evresi, bitkinin genotip
ozellikleri) bagl olarak degisebilir (Gaspar ve ark., 2002). Ornek olarak geng
bitkiler, yasli bitkilere oranla stres etkenlerine karsi daha duyarlidir. Ayrica kuru
tohumlar ve dormant tomurcuklar strese karsi biiyliik Olgide dayaniklidir, fakat
meristemler ve sukkulent yapilar strese karsi oldukca biiyliik hassasiyet

gostermektedir (Hale ve Orcut, 1987).

Stres dayanikliligi “sakinma” ve “tolerans” olarak iki kisima ayrilmaktadir (Lewitt,
1980). Bu smiflandirma bitki metabolizmast ve stres faktorii arasinda olusan
termodinamik etkilesimlere gore sekillendirilmistir. Farkli stres kosullarinda ¢esitli
fakorlere bagli olarak bitkilerin olusturabilecegi cevaplar Sekil 2.2.°de verilmistir

(Dogru, 2006).
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BiTKiDE STRES
OZELLIKLERI

STRESIN SiDDETI

AKLIMASYON
ADAPTASYON

STRESIN SURESI

STRESE MARUZ
KALMA SAYISI

STRES
KOMBINASYONLARI

Sekil 2.2. Bitkilerde cesitli faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikan stres cevaplari (Dogru, 2006’dan diizenlenerek
alinmustir).

2.3.1.Stresten kagma

Bitkilerin ¢evresel kosullarin elverisli oldugu donemde yasam dongiisiinii
tamamlayabilme yetenegidir. Ornegin efemer bitkilerin tohumlar1 kuraklik
doéneminden 6nceki yagishh mevsimde ¢imlenir ve olusan bitkiler topragin neminden
yararlanip olgunlasarak en az bir tohum olusturur. Kurak mevsimde ise tohumlar
dormant olarak kalir ve kurakliktan kacarlar (Salisbury ve Ross, 1992). Kagma

kisaca bitkinin stresle ylizlesmekten uzak durmasi durumudur.

2.3.2.Stres sakinmasi

Bitkinin yasadigi ortamda kendisi i¢in stres yaratabilecek faktorler olmasina ragmen,
bu faktorlerin olumsuz etkilerini azaltarak ya da engelleyerek stresten uzak bir i¢
ortam olusturmas1 durumudur. Ornegin ¢olde yasayan bitkilerin sahip oldugu

sukkulent organlar, yagmur mevsiminde bol miktarda su depolayarak Dbitkileri
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sakinim mekanizmasi ile kuraklik stresinin olumsuz etkilerinden korur (Hale ve

Orcutt, 1987).

2.3.3. Stres adaptasyonu

Adaptasyon uzun siiren stres kosullar1 nedeniyle bitkinin genotipinde meydana gelen
degisimler sonucu morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal anlamda goriilen
farkliliklardir (Huner ve ark., 1998). Adaptasyon sonucunda gergeklesen genotipik

degisimler sabit kalir ve kusaktan kusaga aktarilir.

2.3.4. Stres aklimasyonu

Aklimasyon herhangi bir genetik degisiklik olmadan degisen cevresel kosullara
verilen fenotipik bir tepkidir (Huner ve ark., 1998). Kisa siireli aklimasyonda
bitkideki transkripsiyon, translasyon ve protein sentezi hizinda, degisen ¢evre
kosullarina uyum saglamak adina degisimler gozlenebilir. Uzun siireli aklimasyonda
ise bitkiler bazi organlarim1 kaybedebilir ve daha sonra kaybedilen organin yerine
yeni organlar tekrar olusur. Bitki bu olusumlar sonucu yeni bir morfolojik ve

anatomik yapiya sahip olur (Gaspar ve ark., 2002).

2.3.5.Stres toleransi

Tolerans mekanizmasi, bitki metabolizmasi ile stres faktoru arasindaki termodinamik
bir etkilesimin varligini gosterir. Sonug olarak iki durum s6z konusudur. Bitki ya

stresten etkilenmemektedir ya da stresin sebep oldugu zarar tamir edilmektedir.

2.4. Tuz Stresi

Bitkiler dogal ya da dogal olmayan kosullarda, siirekli ya da araliklarla fiziksel,
kimyasal ve biyolojik stres faktorlerine karsi tiire bagh olarak farkli derecelerde
direng gelistirebilir. Bu stres faktorleri ekonomik degeri olan tahillar dahil tiim bitki

tiirlerinin biyosentetik aktivitelerini azaltir, normal yasam fonksiyonlarini degistirir
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ve bitkinin 6liimiine sebep olabilir (Lichtenhaler, 1996). Giiniimiizde bitki biiytimesi
ve gelismesi lizerinde olumsuz etkilere neden olan abiyotik stres faktorlerinden biri
de toprak tuzlulugudur (Allakverdiev ve ark., 2000). Kurak ve yar1 kurak bolgelerde
yetersiz yagistan dolay1 ¢oziinebilir tuzlar uzaklara tasinamamakta, 6zellikle sicak ve
yagissiz olan donemlerde, tuzlu taban sulari kapillarite ile toprak yilizeyine kadar
ulasabilmektedir. Evaporasyonun yiiksek olusu nedeni ile sular, toprak yiizeyinden
kaybolurken beraberinde tasidiklari tuzlar1 toprak ylizeyinde veya ylizeye yakin
kisimlarda birakmaktadir (Patel ve ark., 2002; Rogers, 2002). Diger bir deyisle, bu
bolgelerdeki tuzlulasmanin temel nedeni yagislarin yetersiz, buna karsilik
evaporasyonun yiiksek olmasidir (Richards, 1954). Tuzluluk; topraktaki tuz
miktarmin artisiyla bitki hiicrelerinin osmotik potansiyelini diisiirmekte ve bitkilerde
biiylime, gelisme, tohum ¢imlenmesi, hiicre boliinmesi ve fotosentez gibi pek ¢ok
yasamsal olay1 etkileyerek bitkisel verimliligi sinirlandirmaktadir (Glenn, 1997,
Bressan, 2008).

2.4.1. Toprak tuzlulugunun sebepleri

Topraklarda tuzluluk; primer (dogal) ve sekonder tuzluluk olarak iki sekilde olusur
(Sekil 2.3.). Primer tuzlulugun kaynaklarmi tuz deposu olan okyanuslar, ana
kayalarin asinmast ve iklimsel etmenler olusturur (Munns ve Tester, 2008).
Kayalarin aginmasi sonucunda sodyum, kalsiyum, magnezyum ile siilfat ve karbonat
seklindeki tuz iyonlar1 topragin biinyesine katilir. Tuz bilesiklerinin iginde
¢Ozlinirlik oran1 en yiiksek olan1 sodyum kloriirdiir (NaCl) (Kadioglu, 2011).
Iklimsel etmenlerden yagmur ve riizgar sayesinde okyanus suyunun yapisinda
bulunan tuzlar karaya ulasarak toprak yapisina katilir ve primer tuzlulugu olusturur.
Yagmur ve riizgar yardimiyla tasinan tuzlara ‘‘siklik tuzlar’’ denir ve genellikle
sodyum kloriir formundadir. Sekonder tuzluluk topraktaki hidrolik diizenin
farklilasmasiyla olusur. Buna sebep olan baslica etmenler; tarimsal olarak ¢ok yillik
bitkilerden ziyade tek yillik bitkilerin kullanimi, toprak drenajinin yeterince iyi
olmamas1 ve sulama suyundaki tuz bilesiklerinin varhi§idir. Bunun yani sira; asiri
otlama, tarimsal alanlarda yogun sulama, ¢esitli tuzlar bakimindan zengin yeralti

sularinin  seviyesinin toprak yiizeyine kadar yiikselmesi, bir bdlgenin dogal
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vejetasyonunun yok edilip tarima agilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan
kimyasallarla kontaminasyonu sekonder tuzlulugun olusma sebepleridir (Pessarakli
ve Szabolcs, 1999). Topraklarin tuzlulasmasinda, bilingsiz sulama yaninda drenaj
olanaklarinmn yetersizligi ve yiiksek taban suyunun da rolii gok biiyiiktiir. Ozellikle,
sulama sonucu topraklarin tuzlu ve alkali hale doniismesi, sulu tarimin uygulandig
bolgelerde glincel bir sorundur. Drenaj sebekelerinin yetersizligi ve sulama sonucu
yiikselen taban suyu, kurak bdlgelerde tuzlulugun baslica nedenidir. Bitki kok
bolgesinde fazla miktarda eriyebilir tuzlarin birikmesi, bilindigi gibi, toprakta
tuzluluk sorununun ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir (Sekil 2.3.). Boyle bir
toprakta, kiiltiir bitkilerinin ¢imlenme, biiylime ve {iriin verimleri, mevcut tuzlarin

cinsi ve miktarlarina bagli olarak azalmakta ve hatta tamamen durmaktadir
(Richards, 1954).

a A ™
Primer tuzluluk Sekonder tuzluluk

\, - W ,
i N 1. Tek yillik bitki kullanim A

1. Okyanuslar 2. Yetersiz toprak drenaji

2. Anakayalann azinmas 3. Sulama suyundaki tuz bilesikleri

3. Iklimsel etmenler 4_Asin otlama

5. Yogun sulama

e FR - A
Sekil 2.3. Toprak tuzlulugunun nedenleri (Munns ve Tester, 2008).

2.4.2. Tuzlulugun bitki iizerindeki simirlayici etkileri

Tuz stresinin bitkilerdeki ilk etkisi osmotik ve iyon stresi olusturmasidir, ikinci ve
dolayli etkisi ise bu stres faktorleri sonucunda bitkide meydana gelen oksidatif

strestir (Botella ve ark., 2005). Diger bir ifade ile toprak c¢ozeltisinin osmotik
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potansiyelinin azalmasi, bitkinin mineral madde beslenmesinin bozulmasi ve 6zel
iyon faktorii (sodyum ve klor toksisitesi) tuzlulugun bitki biliylime ve gelismesi
tizerindeki zararli etkileri olarak kabul edilmektedir (Marscher, 1995). Bu etkilerin
tiimi bitki biiyiime ve gelismesinde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyede
olumsuz etkilere neden olmakta ve bitkilerde birtakim hasarlarin olugmasina ortam
hazirlamaktadir (Lewitt, 1980; Munns, 2002). Tuz stresinin en belirgin etkilerinden
biri biiylime hizinin yavaslamasidir. Bitkilerin tuz ile etkilesiminden kisa bir zaman
sonra hiicrelerin su kaybettigi ve hacimlerinin azaldig1 goriilmistiir. Osmotik stres
sodyum iyonlarinin dogrudan Dbir etkisi olmaksizin su noksanligindan

kaynaklanmaktadir (Munns, 2002).

Na*, Cl ve SO,% iyonlarmm yiiksek yogunluklarda birikimine spesifik iyon
toksisitesi denilmektedir. Genel olarak gelismis bitkilerin sitosoliinde 100-200 mM
K* ve 1-10 mM Na® bulunmaktadir ve bu kosullarda metabolik aktivite devam
etmektedir (Bressan, 2008). Tuzlulugun bitkiler iizerindeki sinirlandirict etkileri;
spesifik iyon toksisitesinin olugmasi, osmotik basincin artisi, suyun
kullanilabilirliginin azalmasi ve alkaliteninin artis1 olarak siralanabilir (Chinnusamy,

2005). Bu durum {iriin veriminde ciddi kayiplara neden olmaktadir.

Metabolizma igin zehir etkisi yaratan hiicreler arasindaki Na® birikimi ve toprakta
yilksek  yogunluklarda bulunan Na®, bitkilerde biiyiime ve gelismenin
engellenmesinde rol oynamaktadir (Mengel ve Kinkby, 2001). Bu faktorler, reaktif
oksijen tiirlerinin liretimiyle ilgili olan oksidatif stres ve beslenme dengesizligine
neden olmaktadir. Yogunluk ve siiresi goreceli olmak suretiyle tuz stresi; bitkilerde
biiylime, gelisme, fotosentez, tohum ¢imlenmesi ve hiicre boliinmesi gibi pek ¢ok
biyolojik olay1 etkilemektedir. Sonugta homeostasinin bozulmasi ile molekiiler

hasarlar, biiyiimede duraklama ve 6liimler meydana gelmektedir (Zhu, 2001).

Tuz stresinin bitkilerde meydana getirdigi morfolojik ve fizyolojik cevaplar
arastimak amaciyla birgok calisma yapilmistir. Yenidiinya (Eriobotrya japonica
Lindl.) bitkisinin tuz stresine kars1 cevaplarini incelemek tizere yapilan bir ¢alismada,

bitkilere 5 ve 50 mM NaCl tuz uygulanmistir. Calisma sonucunda bitki gelisimi
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azalmis, yaprak biyokiitlesi ve govde ¢apini 6zellikle etkilenmistir. Bunlarin yaninda
yaprak Na* ve CI iyon miktarlarinin arttig1 ve bunun bu iyonlarm kokten yapraklara
tasinmasinin engellenmediginin bir kanit1 oldugu belirlenmistir (Garcia-Legaz ve
ark., 2008).

2.4.3. Tuzlulugun bitkilerde su ve iyon dengesine etkileri

Toprak tuzlulugunun artmasi ile toprak ¢o6zletisinin su potansiyeli azalmakta ve
bitkilerin toprak suyundan faydalanmasi kisitlanmaktadir. Turgor potansiyelinin
stirdiiriilebilirligi ig¢in ¢6ziinen madde igeriginin artiritlmasi neticesinde 0osmotik
potansiyelin azalmasi ile denge saglanmaktadir. Toprak tuzlulugunun artmasi,
bitkilerin su ve osmotik potansiyelini azaltmaktadir (Mugdal, 2010). Tuz stresi,
osmotik ve iyon stresine bagli olarak bitkilerde biiyiime ve gelismeyi
engellemektedir (Parida ve Das, 2005). Tuz stresine maruz kalmis bitkiler genotipik
ozelliklerine bagli olarak farkli cevaplar verir (Dajic, 2006). Tuz stresine maruz
kalms bitkilerin verdigi cevaplarin farkli olmasi sadece iki farkl: bitki tiirli i¢in degil
ayni tlirtin farkli genotipleri i¢in de gecerlidir (Munns, 2002). Bazi énemli kiiltiir
bitkilerinin toprak tuzluluguna karsi duyarliliklart Tablo 2.1.’de gosterilmistir (Maas,
1990).

Son zamanlarda yapraklardaki su miktarmin dl¢iilmesi, bitkilerin genel su durumu
hakkinda en giivenilir bilgiyi sunmaktadir. Bitkilere uygulanan tuz yogunlugu
arttikca, osmotik potansiyel azalmakta ve turgor basinci artmaktadir (Hernandez ve
ark., 1999; Meloni ve ark., 2001). Kok rizosferindeki tuz miktarinin artisiyla,
bitkilerin sudan faydalanmasi1 azalmaktadir. Topraktaki tuz yogunlugunun artistyla
suyun osmotik potansiyeli daha da azalarak, tuz stresi bitkiyi ikinci bir osmotik strese
maruz birakmaktadir. Bu su noksanligindan kaynaklanan stres ‘‘fizyolojik kuraklik’’
olarak adlandirilmaktadir (Greenway ve Munns, 1980). Su noksanligindan dolay1
hiicre sudan faydalanamaz ve hiicrenin genisleme hizi azalarak, hiicreler arasinda ¢ok
fazla Na' birikimi gerceklesir. Bu durum hassas bitkiler icin toksik bir etki
yaratmaktadir (Villora ve ark., 1997).



Tablo 2.1. Onemli kiiltiir bitkilerinin toprak tuzluluguna kars1 duyarhliklar1 (Maas, 1990).
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Uriin Tuzluluk esik degeri Verimlilikteki nispi azalma
(Dsm™) (Her Ds m™" deki % kayip)

Phaseolus vulgaris L. 1,0 19,0
(Fasulye)

Solanum melongana L. 1,1 6,9
(Patlican)
Allium cepa L. 1,2 16,0
(Sogan)

Capsicum annuum L. 1,5 14,0
(Biber)

Zea mays L. 1,7 12,0
(Maisir)

Saccharum officinarum L. 1,7 5,9
(Seker kamisi)

Solanum tuberosum L. 1,7 12,0
(Patates)

Brassica oleracea L. 1,8 9,7
(Lahana)

Lycopersicon esculentum 2,5 9,9
Mill. (Domates)

Oryza sativa L. 3,0 12,0
(Celtik)

Arachis hypogea L. 3.2 29,0
(Yerfistig)

Glycine max. L. (Soya 5,0 20,0
fasulyesi)

Triticum aestivum L. 6,0 7,1
(Bugday)

Beta vulgaris L. (Seker 7,0 5,9
pancart)

Gossypium hirsutum 7,7 5,2
L.(Pamuk)

Hordeum vulgare L. 8,0 5,0

(Arpa)
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Bir arastirmada Chrysanthemum bitkisine yiikksek tuz yogunluklari uygulanmasi
sonucunda osmotik potansiyelin ve ksilem geriliminin yiikseldigi belirtilmistir
(Matsumara ve ark., 1998). Baska bir ¢alismada hint keneviri bitkisine kisa stireli tuz
stresi uygulanmis Ve sonugta oransal su miktari, transpirasyon hizi, yaprak su

potansiyeli ve su alinim hizinin azaldigi belirlenmistir (Chaudhuri, 1997).

Bitkiler icin esansiyel besin elementlerden biri olan K*, osmotik dengenin
korunmasinda, protein sentezinde, negatif yiikli iyonlarin nétralizasyonunu
saglamada, stomalarin agilip kapanmasinda ve enzim aktivitesinin organizasyonunda
rol oynamaktadir (Wu ve ark., 1996). Bitki hiicrelerinde sitosolik enzimler Na*-K*
dengesine bagli olarak islev gostermektedir (Mahajan ve ark., 2008). Disardan Na®
alimmimin artistyla, K”nin hiicreye alimmi azalmaktadir. Sonug olarak Na'-K*
dengesi bozulmaktadir (Tester ve Davenport, 2003). Bitki i¢in esansiyel besin
elementlerinden biri de Ca*#dir. Hiicre icine giren Na* miktarnin artisiyla birlikte,
Na* ile Ca*? yer degistirerek apoplastik bolgede Na*/Ca*? oraninin artmasina neden
olur. Bunun neticesinde zarda fizyolojik ve islevsel yap1 bozuklugu gozlenir.
Hiicrenin icindeki zarlarda bagli olarak bulunan Ca* iyonlar1, yiiksek Na'
yogunlugundan dolay1 hiicre iginde serbest hale geger. Bu durum sonucunda igsel
Ca'*? stoklar1 bosalir ve hiicre i¢inde serbest Ca*? iyon artis1 gozlenir (Yokoi ve ark.,
2002). Bu iyon stresi sonucunda bitkilerde besin eksikligi veya besin dengesizligi

meydana gelmektedir (Hu ve Schmidhalter, 2005).
2.4.4. Tuzlulugun bitkilerde mineral madde beslenmesine etkileri

Tuz stresi ile birlikte bitkide besin elementi eksiklikleri ortaya ¢ikmaktadir. Na* ve
CI" miktarinin artis1 yiiziinden diger iyonlar yeterince alinamadigi igin bitkilerde
mineral madde beslenmesinde dengesizlik meydana gelmektedir (Cakirlar ve
Topguoglu, 1985). Bitkiler tuza tolerans derecelerine gore farkli seviyelerde fakat
benzer cevaplar sergilemektedir. Bu cevaplar arasinda biiyiime hizinin yavaslamasi,
dokularin 6liimii, nekrozlar, turgor basincinin azalmasi, yapraklarin dokiilmesi ve

bitki 6liimii sayilabilir (Shannon ve ark.; Cakirlar ve Topguoglu, 1985).
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2.4.5. Tuzlulugun bitkilerde proteinler ve karbohidratlar iizerine etkisi

Birgok bitki tuz stresi altindayken c¢esitli radikallerin temizlenmesi ve osmotik
regiilasyonun saglanmasi amaciyla hiicrelerinde diisiik molekiiler agirlikli ¢esitli
organik maddeleri (glikoz, fruktoz, sukroz, fruktanlar) ve polisakkaritleri yiiksek
konsantrasyonlarda biriktirmektedir. Tuzluluk kosullarinda sekerlerin bitki tiiriine,
cesidine ve kisimlarma gore degisiklik gostermekle birlikte arttigi tespit edilmistir
(Ashraf ve Haris, 2004). Yapilan ¢alismalar, sekerlerin diger organik bilesiklere gére
tuz stresine maruz kalmig bitkilerde osmotik potansiyelin ayarlanmasinda ortalama
%350’lik bir paya sahip oldugunu gostermistir (Cram, 1976). Bitkilerde net CO;
almiminin azalmasina ragmen, tuz ya da kurakliktan kaynaklanan stres sonucu
¢Oziiniir karbohidratlarin hiicre icinde biriktigi gozlenmistir (Popp ve Smirnoff,

1995; Murakeozy ve ark., 2003).

Bitkilerde tuz stresi sonucunda iki farkli tip proteinin sentezlendigi gozlenmistir
(Hurkman ve ark., 1989; Pareek ve ark., 1997; Ali ve ark., 1999). Bunlardan biri
bitkilerde yalnizca tuz stresine maruz kalma sonucu sentezlenen ‘‘tuz stresi
proteinleri’’, ikincisi ise sicaklik, kuraklik, iklimsel etmenler ve mineral madde
beslenmesine bagl olarak sentezlenen ‘‘stresle ilgili proteinler’” dir. Birinci grupta
bulunan proteinler tuz stresinin ortadan kalkmasindan sonraki dénemde kullanilmak
lizere azotun depolanmasinda ve osmotik regililasyonun saglanmasinda
fonksiyoneldir (Singh ve ark., 1997). Tuz stresi altindaki bitkilerde gesitli organik
maddelerin biriktirilmesi bitkinin tiiriine, genotipine ve organ tipine gore degisiklik

gostermektedir.

Yapilan ¢aligsmalarda arpa, aygicegi, celtik gibi monokotil bitkilerin tuza toleransh
genotiplerinde daha fazla ¢oziilebilir protein igerigi bulundugu tespit edilmistir
(Parvaiz ve Satyawati, 2008). Tuzluluk kosullarinda domateste yapilan bir ¢alismada
koklerde 30, 62, 75 kDa ve yapraklarda 38 ve 46 kDa molekiiler agirlikta proteinleri
tesvik ettigi gbzlenmistir (Amini ve ark., 2007).
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2.4.6. Tuzlulugun bitkilerde fotosentez iizerine etkileri

Bitkilerde biiyiimeyi etkileyen fizyolojik olaylardan en Onemlisi fotosentezdir.
Fotosentez olay1 bitkilerde biyokiitlenin artmasini ve biiylimeyi saglar. Sonug olarak
biliylimeyi etkileyen cevresel faktorler fotosentezi de benzer dlgiide etkilemektedir.
Stres altindaki bitkilerin fotosentetik etkinlikleri ile ilgili parametlerelerde meydana
gelen degisimler bitkilerin fizyolojik durumlar1 hakkinda bilgi verir. Fotosentezin ilk
evresi olan elektron tasinim reaksiyonlar1 kloroplastlarin tilakoid membranlarinda
meydana gelir. Bu evrede tilakoid membranlar iizerinde bulunan fotosistem Il (PSII),
sitokrom bgf kompleksi, fotosistem | (PSI1) ve ATPaz kompleksi gibi yapilar 151k
enerjisini kullanarak ATP ve NADPH molekiillerini olusturur. ikinci asamada ise
kloroplast stromasinda ATP ve NADPH’nin kullannmi ile CO, fiksasyon

reaksiyonlar1 gergeklesir ve heksoz sekerlerinin sentezi saglanir.

Tuzlulugun fotosentetik aktivite lizerine etkisi stomalarin kapanmasina bagli olarak
gerceklesmektedir. Bitki hiicreleri genel olarak hiicrede yogun tuz birikiminden zarar
gormektedir, diisiik tuzlulukta ise durum tersine islemektedir. Fotosentetik dokularda
tuzlulugun artmasi; yanyana olan grana membranlarinin birikmesine, tilakoid
membranlarin biizilmesine ve klorofillerin parcalanmasina neden olmaktadir
(Ashraf, 2004). Elektron mikroskobu ile gergeklestirilen ¢alismalarda, tuz stresinin
kloroplastlarda bazi anatomik anormalliklere neden olarak bitkilerin fotosentetik
aktivitesini azalttign gdzlenmistir. Ornek olarak; tuz uygulanan patates bitkilerinde
mezofil hiicrelerinde bulunan kloroplastlarin tilakoid membranlarinin sistigi ve
yogun tuz kosullarinda tilakoidlerin par¢alanmasina yol actigi gozlenmistir (Mitsuya
ve ark., 2000). Bagka bir calismada tuz uygulanan patates bitkilerindeki grana
miktarinin azaldigi, tilakoidlerin sistigi ve stromada daha iri nisasta tanelerinin
birikim gosterdigi rapor edilmistir (Bruns ve Hecht-Buchhole, 1990). Tuz stresi
altindaki domates bitkilerinde ise kloroplastlar agregasyona ugramistir. Ayrica tuz
stresi etkisiyle bitkilerde hiicresel membranlarin yapisal olarak bozuldugu, grana ve

tilakoidlerin pargalandigi rapor edilmistir (Khavarinejad ve Mostafi, 1998).



22

Genel olarak bitkilere tuz uygulamalarindan sonra fotosentetik pigment miktarinda
azalma meydana gelmektedir. Yapilan bir aragtirmada tuz stresine maruz birakilan
dut bitkisinin olgun yapraklarinda klorosis olayinin daha erken gézlendigi ve stres
sliresinin uzamasi sonucu yapraklarin absisyona ugradigi belirlenmistir (Agastian ve
ark., 2000). Fakat baska bir ¢alismada tuz stresi uygulanan Amaranthus bitkisinin
yapraklarindaki klorofil miktarinin arttigi ortaya ¢ikarilmistir (Wang ve Nil, 2000).
Birgok bilim insani tuz stresinin bitkilerdeki fotosentetik pigment biyosentezini farkli

sekilde etkiledigini ifade etmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000).

Tuzluluk bitkilerde maruz kalma siiresine bagli olarak farkli cevaplarin olugsmasina
yol agmaktadir. Tuz uygulanmasindan sonra birka¢ saat ya da birka¢ giin i¢inde
beliren etkiler “kisa siireli etkiler” olarak tanimlanabilir. Kisa siireli etkide stomalar
kapanmakta ve karbon asimilasyonu yavaslamaktadir. “Uzun siireli etkilerin”
sonucunda ise sodyum ve klor iyonlarinin yapraklarda birikim gostermesi ile iyon

toksistesi olusmaktadir (Munns ve Termat, 1986).

Tuz stresi altindaki farkli bitki tiirlerinde karbon asimilasyonu ile ilgili reaksiyonlar
da farkli derecede etkilenmektedir. Ornek olarak Alhagi pseudoalgahi bitkilerinde
karbon asimilasyon hiz1 50 mM’lik tuz uygulamasi sonucu kontrole gore artmig, 100
mM’lik tuz uygulamasi sonucu bir degisiklik olmamis, 200 mM’lik tuz uygulamasi
neticesinde ise kontrol grubuna gére %60 oraninda azalmistir (Kurban ve ark., 1999).
Ayn1 caligmada tuz uygulanmig Alhagi pseudoalgahi bitkilerinde stomalarin
iletkenlik derecesinin ve yaprak dokularindaki CO, yogunlugunun da kontrol
bitkilerine gore daha az oldugu gozlenmistir (Kurban ve ark., 1999). Benzer sekilde
tuz stresi uygulanan dut bitkisinde net CO, asimilasyon hizi, stoma iletkenlik
derecesi ve transpirasyon hizinin azaldigi gozlenmistir (Agastian ve ark., 2000).
Bruguiera parviflora bitkisine diisik yogunlukta uygulanan tuz stresi net CO;
asimilasyon hizini artirirken, yiiksek yogunlukta uygulanan tuz stresi net CO;
asimilasyon hizin1 azaltmistir (Parida ve ark.,, 2004). Bitkilerde tuz stresi
uygulamalar1 CO, fiksasyon reaksiyonlarinda etkinlik gosteren enzimlerin
aktivitelerinde de degisikliklere yol agmaktadir. Ornek olarak; tuz stresi uygulanmis

Atriplex lentiformis  bitkilerinde ribuloz-1,5-bisfosfat  karboksilaz/oksigenaz
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(Rubisco) enziminin aktivitesinde bir degisme olmazken, fosfoenolpiirivat

karboksilaz (PEPC) aktivitesinde ise artis gozlenmistir (Zhu ve Meinzer, 1999).

2.4.6.1. Tuzlulugun bitkilerde stoma hareketlerine etkileri

Kok ve cevresinde bulunan tuzlar, dis ortamda osmotik basinci yiikselterek
kullanilabilir su igerigini distiriir. Osmotik stres ile karsilasan bitkiler stomalarini
kapatir. Boylece stomalarin iletkenlik derecesi ve transpirasyon hizi azalmis olur
(Munns ve Tester, 2008). Ancak stoma iletkenliginin azalmasi kloroplastlara ulasan
CO; miktarm kisitlar (Degl’Innocenti ve ark., 2009). Stomalarin tuz stresiyle karsi
karsiya kaldiginda kapanmasi “hidropasif kapanma” ve “hidroaktif kapanma” olmak
tizere iki farkli sekilde gerceklesir. Hidropasif kapanma; stomalarin su potansiyeli ve
turgor basincindaki azalma ile metabolik katilim olmadan kapanmasidir. Hidroaktif
kapanma ise; stomalarin agilmasma imkan veren metabolitlerin tekrar metabolik
olaylara katilimiyla kapanmasidir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Bitkiler hidroaktif
kapanma meydana gelebilmesi i¢in bazi sinyal molekiilleri sentezler. Bu kapanmada
rol oynayan sinyal molekiillerinden biri olan absisik asit (ABA) bitkinin biiylime ve
gelismesinin organizasyonunda, osmotik stres toleransinda ve bitkinin su dengesinin
kontrol altina alinmasinda gorev alan bir fitohormondur (Zhu, 2002). Pérez-Pérez ve
ark. (2009) ‘‘Fino 49’ limon g¢esidinin tuz stresine karst verdigi cevaplari
incelemislerdir, 13 yasindaki agaglar 30 mM NacCl ¢ozeltisi ile sulanmis ve kontrol
bitkileriyle karsilastirilmistir. Uygulama sonucunda yapraklarda gaz aligverisinin
azaldig1 belirlenmistir. Aras ve ark. (2015) (Poncirus trifoliata) asili interdonat
limon ¢esidi ile yaptiklari bir ¢aligmada, bitkiye 15, 30, 60 ve 120 mM NaCl tuz
¢ozeltisi uygulanmiglardir. Caligma sonucunda artan tuz yogunlugu ile stoma

iletkenliginin azaldig1 ve membran gegirgenliginin arttig1 belirlenmistir.
2.4.6.2. Tuzlulugun bitkilerde kloroplastlar iizerine etkileri
Gelismis bitkilerde fotosentez, tilakoid membran sistemine ve 1s1k absorbsiyonu igin

gerekli yapisal 6zelliklere sahip olan kloroplastlarda meydana gelir (Pfannschmidt,

2003). Tuz stresi altindaki bitkilerde en goze carpan degisiklikler kloroplast
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organelinde meydana gelmektedir (Koyro, 2002). Kloroplastta bulunan tilakoidlerin
ve stromalarin sismesi bu degisikliklerin en belirgin olanlaridir. Tilakoidler hiicre
iginde aktif oksijen tiirlerinin (AOT) tretiminde etkin bir goreve sahiptir. Elektron
tasinim reaksiyonlar1 sirasinda suyun parcalanmasi (fotoliz veya hill reaksiyonu)
sonucunda O, meydana getirilir. O,’nin suya kadar indirgenmesiyle organizmanin
ihtiyac1 olan enerjinin iiretimi gerceklesir. Fakat bazi stres faktorleri sebebiyle bu
indirgenme gergeklesmezse, biriken AOT’ler bir¢ok molekiilii okside edebilir. Tuz
stresi altindaki kloroplastlarin trettigi AOT’ler oksidatif stres olusumunu harekete
gecirir ve olusan OH" (hidroksil radikali) ile H,O, (hidrojen peroksit), tilakoidlerin
sismesine ve dalgali bir sekle biirlinmesine neden olur. Sonug olarak tuz stresi,
tilakoidleri dolayli bir yoldan etkilemektedir (Hernandez ve ark., 1995; Miyake ve
ark., 2006). Kloroplastlardaki sukroz sentezini saglayan sukroz fosfat sentaz
enziminin zarar goérmesi ya da nisasta parcalayan enzimlerin hasar goérmesi
durumunda, nisasta miktar1 da tuz stresine bagl olarak artmaktadir (Rahman ve ark.,
2000). Aymi zamanda translokasyonun artmasi da nisasta miktarinin artigina sebep

olabilmektedir (Koyro, 2002).

2.4.6.3. Tuzlulugun bitkilerde fotosentetik mekanizmaya etkileri

Tuzluluk, stomalarmn kapanmasini indiikklemesinin yam1 sira, kloroplastlardaki
tilakoidlerde bulunan proteinlerin yapisinda da degisikliklere sebep olarak elektron
transport aktivitesini de etkilemektedir. Ferroni ve ark. (2007) yaptiklar: ¢alismalarda
yogun Na"’nin oksijen meydana getiren kompleksin yapisinda farklililar olusturmasi
ve PSII’nin reaksiyon merkezinde yer alan D1 proteininde bozulmalar meydana
getirmesi nedeniyle NaCl’nin ana hedefinin PSII oldugunu gdstermektedir. Bunun
yaninda tuzlulugun artigi, fotosistemlerin 151k toplayici komplekslerinde (ITK)
bulunan klorofil ve karotenoid gibi pigmentlerin miktarinin azalmasina da sebep
olmaktadir (Parida ve Das, 2005).

Tuzluluk, D1 proteininin onarim mekanizmalarinda bozulmalara yol agmaktadir.
Bitkiler 15181, fotosentetik elektron taginiminda kullanmak amaciyla absorbe

etmektedir. Ancak bazen bitkiler fazla 1s1k absorblamaktadir. Bu sekilde absorblanan
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ancak fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlarinda kullanilamayan 11k enerjisi
bitkiler i¢in zararhidir. Bitkilerde absorbe edilen fazla 1s1ik enerjisinin ¢esitli
mekanizmalarla dagitilmasini  saglayan koruyucu mekanizmalar vardir. Bu
mekanizmalarin kapasitesi yetersiz kalirsa bitkilerdeki fotosentetik aktivite azalir. Bu
olay “fotoinhibisyon” olarak adlandiriir (Lu ve ark.,, 2002). Fotoinhibisyon
nedeniyle PSII {izerindeki elektron tagimimi smirlanir ve PSII’de bulunan serbest
Oz’den bir AOT olan siiper oksit radikali olusabilir (Pandey ve ark., 2009). Bu
durum PSII’nin reaksiyon merkezi olan P680 molekiiliiniin fazlaca indirgenmesine
ve singlet oksijeni (*O,) olusturmak iizere triplet duruma déniismesine yol
acabilmektedir (Apel ve Hirt, 2004). Bir baska ifade ile 151k enerjisinin fazlasi, D1
proteininin degredasyonuna ve D1 proteinin PSII kompleksi ile olan irtibatinin serin-
tipi bir proteinaz ile par¢alanmasina neden olur (Aro ve ark., 1993). Bitkiler fazla
151k sebebiyle meydana gelen bu hasari telafi edebilmek icin degrade olan DI
proteinini pargalayarak, yeni bir D1 proteinini sentezleyebilecek PSII onarim
mekanizmasina sahiptir (Sundby ve ark., 1993). Yapilan ¢aligmalar D1 proteininin
PSII birimlerinin onarimini saglamak amaciyla tekrar sentezlenmesini saglayacak
olan transkripsiyon ve translasyon olaylarinin ortamdaki NaCl yogunluguna bagh
olarak inhibe edildigini gostermistir (Allakhverdiev ve ark., 2002). Tuzluluk ayni
zamanda PSI’de de bazi degisikliklere yol agmaktadir. Tuz stresinden etkilenen
bitkilerde stomalarin kapanmasi CO, diflizyonunu kisitlayarak, O, nin PSI tarafindan
indirgenmesine sebep olmaktadir. Calvin dongiisiindeki enzimlerin aktivasyon
gosterememesi durumunda dongiideki NADPH indirgenemez. PSI’de bulunan
ferrodoksin, indirgeyecek NADP® bulamayimca elektronunu ferrodoksin NADP
rediiktaz (FNR) yerine O’ye iletir ve “Mehler reaksiyonu” gergekleserek Oz, Oy
radikaline dondstiiriiliir (Asada, 1999; Apel ve Hirt, 2004 ;Tausz ve ark., 2004).

Rubisco enzimi sayesinde CO;, karbon fiksasyon reaksiyonlarinin karboksilasyon
evresinde Calvin dongiisiine katilir. Tuz stresi altinda, stomalarin kapanmasi ile
atmosferden yaprak dokularina dogru gergeklesecek olan CO; diflizyonu kisitlanir ve
yaprak dokularindaki CO; miktar1 azalir. Bunun sonucunda yaprak dokularindaki Oy,
CO; ile yarisarak rubisco enzimine substrat olarak tutunur ve enzimin karboksilaz

aktivitesinin diigiip oksijenaz aktivitesinin ylikselmesine sebep olur (Sivakumar ve
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ark., 2000). Stomalarin kapanmasiyla gerceklesen sicaklik artist da rubisco enziminin
oksijenaz aktivitesinin yiikselmesine neden olan etkilerden birisidir (Apel ve Hirt,
2004). Tuz stresine kloroplastlarin stromasinda pH degerinin azalmasina neden
olabilir. pH degerinin azalmasi CO, fiksasyon reaksiyonlarinda rol oynayan
enzimlerin islevini olumsuz yonde etkiler. Ornegin; pH degerinin ¢ok az miktarda
azalmasi bile fruktoz-1,6-bisfosfat enziminin aktivitesinin azalmasina yol acar

(Bekowitz, 1998).

Diisiik tuzluluk kosullarinda bitki yapraklarindaki klorofil icerigi artmakta, yiliksek
tuzlulukta ise klorofillerin molekiiler yapisit bozulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, tuz
stresine maruz kalmis karpuzdan (Citrullus lanatus) izole edilen kloroplastlarda
fotosistem reaksiyonlarinin 6zellikle de PSII’nin etkilendigi gézlemlenmistir (Yasar

ve ark., 2008).

2.5. Oksidatif Stres Olusumu

Atomlarin dis orbitallerinde elektronlar ¢ift olarak bulunmaktadir. Molekiillerin ¢cogu
da ¢ift elektron bulundurmasina ragmen nadir de olsa bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip olanlar1 da bulunmaktadir. Eksik elektronlu, Omiirleri ¢ok kisa,
molekiil agirhigr diisiik olan ve kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler, etrafinda
bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile etkilesime girerek, bu molekiilden bir
elektron alir ya da bu molekiile bir elektron verir. Kararsiz olan bu atom ya da
molekiillerin bagka molekiillerle etkilesime girerek yiiksek enerjili yani kararli hale
ulasan ve onlarin yapisin1 bozan molekiillere ‘‘serbest radikaller’” ya da ‘‘aktif
oksijen tiirleri (AOT)’’ denir. AOT’ler diger molekiillere elektron verebildiklerinden
veya onlardan elektron alabildiklerinden otiirii indirgeyici ya da yiikselgeyici olarak
davranmaktadir. Bitkinin normal gelisim siirecinde de sentezlenen AOT’ler
detoksifikasyon mekanizmasi ile denge i¢indedir ve bitkide zararh etki olusturmaz.
AOT’ler radikaller ve nonradikaller olmak {izere iki gruba ayrilir. Radikaller
eslenmemis elektron tasidiklarindan diger maddelerle kolaylikla reaksiyona girebilir.
Radikallere 6rnek olarak siiperoksit radikali ve hidroksil radikali verilebilir.

Elektronlar ¢iftler halinde bulunan atomlar veya molekiiller ise kararli bir yapida



27

olduklarindan diger molekiillerle etkilesime girme egilimleri radikaller gibi yogun
degildir. Boyle molekiiller nonradikaller olarak tanimlanmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Valko ve ark., 2007). Hidrojen peroksit (H,O;) nonradikal bir
molekiildiir (Genisel, 2010). Enerji transferi mekanizmasi ile AOT olusumu Sekil

2.4.°de gosterilmistir (Gill ve Tuteja, 2000).

'0,—0,——0,——0;

Singlet Dioksijen Stiperoksit PkaSit
oksijen radikali lyonu
HY 2H*

Fenton -

HO, H,0,~—O0OH

——
Perhidroksil Hidrojen Hidroksil
radikali peroksit radikali

Sekil 2.4. Enerji transferi mekanizmast ile AOT olusumu (Gill ve Tuteja, 2010).

Bitki hiiclerinde AOT’ler, hiicre metabolizmas1 sirasinda oksidatif fosforilasyon
sonucu stirekli olarak meydana getirilmektedir. Hiicrelerde yiiksek yogunluga ulasan
AOT’ler, antioksidant sistem tarafindan zararsiz hale dondstirilir. Cevresel stres
faktorlerinin etkin oldugu durumlarda (yiiksek 151k yogunlugu, herbisitler, patojen
saldirilar, kuraklik, tuz stresi, hava kirliligi vb.) ise antioksidant sistemin aktivitesi
AOT’lerin detoksifikasyonu konusunda yetersiz kalabilir ve bitki hiicrelerinde AOT
birikimi hiz1 artar (Breusegem ve ark.,, 2001). Stres kosullar1 altinda bitki
hiicrelerinde yiiksek yogunluklara ulasan AOT’ler; lipid peroksidasyonuna, klorofil
ve niikleik asitlerde yapisal hasarlari gibi oksidatif hasarlara ve hiicre 6liimlerine
sebep olur (Mittler, 2002). O’nin, suyu meydana getirmek igin olusturdugu
AOT’lerden en 6nemlileri; singlet oksijen (*O,), siiperoksit radikali (O), hidrojen
peroksit (H20,) ve hidroksil radikalleridir (OH") ve normal sartlarda hiicrelerdeki
yogunluklari1 devamli denge halindedir (Halliwell ve Gutteridge, 1998).
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2.5.1.Singlet oksijen (*Oy)

Singlet oksijen (*O,) elektron tagmiminda fonksiyonu olan O, molekiiliiniin asir:
enerji yiikklenmesi sonucunda eslesmis iki elektron ayni orbitalde ya da farkli
orbitallerde zit spinler halinde bulunduklarinda olusur. Elektronlart ¢ift halinde
bulundugu i¢in radikal 6zelligi bulunmaz, fakat yogun oksidan ozellige sahiptir.
Singlet oksijen bitkilerde fotokimyasal yolla fazla miktarda 1sik absorblayan klorofil
molekiillerinin oksijene enerji aktarmasiyla olusmaktadir. Bagka bir deyisle
fotosentez reaksiyonlarindaki elektron transport sisteminde yer alan klorofil
pigmentleri singlet oksijenin kaynagi durumundadir (Foyer ve ark., 1997; Giiler,
2008).

2.5.2.Siiperoksit radikali (O;)

Siiperoksit radikali (O;") kloroplastlarda, PSI ve PSII’de elektron tasiniminda rol alan
(molekiiler oksijen) Oy’nin elektron alarak indirgenmesiyle olusur. Bu kararsiz
yapidaki stiperoksit anyonu (O;) ferrodoksin araciligiyla meydana getirilir.
Molekiiler oksijenin ferrodoksin (Fdreg) vasitast ile indirgenmesi siiperoksit
radikalinin sentezi asagidaki reaksiyon ile meydana gelir (Denklem 2.1) (Mehlar,
1951).

20, + 2Fd, g = 205 + 2Fdyy, 2.1)

Stiperoksit radikali bitkide dogrudan zarar olusturmasa da hidrojen peroksit kaynagi
olarak bulunmasi tehlikelidir. Siiperoksit radikalinin varligi ile hiicrede lipid
peroksidasyonu, hiicresel toksisite ve DNA’da tek zincir kirilmasi gibi hasarlar

meydana gelmektedir (Fridovich, 1995).
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2.5.3.Hidrojen peroksit (H,0,)

Oksitleyici 6zelligi oksijenden daha fazla olan siiperoksit anyonu bir elektron daha
alarak peroksit anyonuna doniisiir. Hidrojen peroksit (H20,), oksijen varligina
gereksinim duyan canlilarda katalitik aktivitesi ileri diizeyde bir enzim olan
stiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla olusturulmaktadir. Bunun yaninda kosullarin
biraz asidik olmasi da SOD’a gerek kalmadan kendiliginden dismutasyon
reaksiyonunun ger¢eklesmesini saglayip siiperoksit radikalini HyO;’ye doniistiirebilir
(Harbinson ve Hedley, 1993). SOD enziminin araciligt ile H,O; olusumu asagidaki
gibidir (Denklem 2.2) (Asada ve ark., 1974).

SOD
20; + 2H* — H,0, + 0, (2.2)

H20,; ortamda bulunan demir ve bakir gibi metal iyonlarinin yardimiyla OH
radikalini olusturan 6ncii molekiil gorevini istlenir. Ayni zamanda proteinlerde
bulunan demir gruplariyla reaksiyona girerek ileri oksidasyon derecesinde olan demir
formlarint meydana getirir. Bu yiiksek oksidatif formdaki reaktif demir, lipid
peroksidasyonunun baglamasina sebep olabileceginden acilen H,O,’nin ortamdan
temizlenmesi gerekir (Asada ve ark., 1974). H,O,, peroksizomlarda katalaz (KAT)
enzimi ile Kloroplastlarda ise APOD enzimi ile par¢alanmaktadir (Charles ve
Halliwell, 1980).

2.5.4.Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH") hiicredeki en reaktif radikaldir ve hiicrelerin
eliminasyonunda yararlanabilecekleri bir enzim sitemi olmadigindan rahatca biitiin
biyolojik molekiillerle tepkimeye girebilir ve yiiksek yogunluga eristigi takdirde
hiicrelerin 6liimiine yol agar. HO, ve O anyonlarinin ortamdaki metal iyonlar1 ile
Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonu ile (Denklem 2.3, 2.6, 2.7) meydana gelir.
Hidroksil radikalinin sentez reaksiyonlari (Denklem 2.4, 2.5, 2.8) asagidaki gibidir
(Haber ve Weiss, 1934; Smirnoff, 1993).
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Elektron transferireak.: OH™ + 05 - 0,(ag) + OH + OH™ (2.3)
Dismutasyon reak.: 2H* + 205 > + 0,(ag) + H,0, (2.4)
Fenton reak.: Fe3* + 0; —» Fe?* + 0, (2.5)
Fenton reak.: Fe®* + H,0, - Fe3* + OH™ + OH (2.6)
Net reak.: O, + H,0, —» 0,+ OH™ + OH (2.7)
Haber — Weiss reak.:0; + H,0, — 0,(2g) + OH™ + OH (2.8)

Hiicresel antioksidant savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda AOT’ler
zincirleme reaksiyonlara girip miktarlarim1 arttirarak bitkiyi oksidatif strese
sokmaktadir. Bu durumda antioksidant savunma sistemi ile AOT olusum hiz1
arasindaki denge bozulmaktadir. Sonugta tuz stresi altindaki bitkilerin doku ve
hiicrelerinde miktar1 artan AOT’ler lipitlerin  peroksidasyonu, proteinlerin
oksidasyonu, niikleik asit hasari, enzim inhibisyonu, programli hiicre olimi
(apoptosis) aktivasyonu gibi bir¢ok yikima sebep olabilir (Smirnoff, 1993; Sgherry
ve ark., 1996).

2.6. Bitkilerde Antioksidant Sistem

Oksitatif stres altindaki bitkiler yasamlarini siirdiirebilmek ve bu olumsuz kosullarla
miicadele edebilmek igin antioksidant sisteme sahiptir. Canli hiicrelerde meydana
gelen protein, lipid, karbohidrat ve DNA oksidasyonunu engelleyen ya da
geciktirebilen maddeler antioksidanlar olarak tanimlanmakta ve bu sisteme de
antioksidan savunma sistemi denilmektedir (Kog¢ ve Ustiin, 2008). Antioksidant

sistem enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden meydana gelmistir (Sekil 2.5.).



31

3 . \

Enzimatik Enzimatik olmayamn
Antioksidanlar Antioksidanlar

Sekil 2.5. Antioksidan sistem

Bitkilerdeki antioksidant enzimler arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR), guaiakol peroksidaz (GPOD) ve
katalaz (KAT) bulunmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidantlar ise askorbik asit
(AA), tokoferoller, karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesiklerdir. Antioksidant
enzimler ve antioksidant molekiillerin birbirleri ile etkilesim halinde fonksiyon
gostermeleri  sonucunda bitki hiicrelerindeki antioksidant savunma sisteminin
etkinligi de artmaktadir (Mascio ve ark., 1991). Bitkilerde enzimatik olmayan ve
enzimatik antioksidanlarin lokalizasyonlari ve rolleri agsagidaki tabloda gosterilmistir

(Tablo 2.2.) (Smirnoft, 2005; Biiyiik ve ark., 2012).
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Tablo 2.2. Bitkilerde enzimatik olmayan ve enzimatik antioksidanlarin lokalizasyonlar1 ve rolleri (Smirnoff,
2005; Biiyiik ve ark., 2012).

Antioksidanlar Roli Hiicresel Lokasyonu
Askorbik Asit Direkt olarak O, ,OH ve Kloroplast, apoplast, vakuol,
H,0, ‘yi temizler. sitosol
Lipid peroksidasyonunu kirar. Bitkilerin tim kisimlarinda
Tokoferoller . o
Lipit peroksitlerini, O, ve bulunur. Kloroplast
OH’i temizler. membranlarinda yogun olarak
bulunur.
Karotenoidler Peroksi radikalleri ile O, ve Sitosol, vakuol
OH'i temizler.
Redoks dongiisiiniin bir Sitosol, endoplazmik
Glutatyon substrati olarak, OH  ile retikulum, vakuol, mitokondri
'0,’nin direk temizlenmesinde
yararhdir.
Antioksidan 6zelliklerini 1yi Sitosol, vakuol
Fenolik Bilesikler birer hidrojen veya elektron

Siiperoksit Dismutaz

(SOD)

Askorbat Peroksidaz
(APOD)

Katalaz (CAT)

Glutatyon Peroksidaz
(GPOD)

vericisi olmalari, zincir kirict
Ozellikleri ve gecis metalleri
ile selat olusturmalar1 ile

gosteirler.

0, yi H,0,’ ye doniistiiriir.

H,0,’ yi H,0’ ya gevirir.

H,0,’ yi H,O’ ya gevirir.

H>0,’ yi ve lipit peroksitlerini

etkisizlestir.

Kloroplast, sitosol,

mitokondri, peroksizom

Kloroplast, sitosol,

mitokondri, peroksizom

Peroksizom
Kloroplast, sitosol,
mitokondri, endoplazmik

retikulum
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2.6.1. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.6.1.1. Askorbik asit

Askorbik asit (C vitamini) bitki hiicrelerindeki antioksidant molekiiller arasinda
miktar bakimindan en ¢ok bulunanidir. Askorbik asit direkt olarak hidroksil ve
stiperoksit radikalleri ile singlet oksijenin detoksifikasyonundan sorumludur.
Bitkilerde bu AOT’lerin yol a¢tig1 oksidatif strese bagli hasarlari onarmada gorev
alan en dayanikli antioksidant molekiillerden birisidir (Athar ve ark., 2008; Foyer ve
ark., 1995). Askorbik asitin stres sartlarina maruz birakilan bitkilerde yogunlugu
artar ve Oy ve OH”in dogrudan detoksifikasyonunda gorev alir (Aono ve ark.,
1993). Ayni zamanda metal iyonu ihtiva eden enzimlerin islevlerinin korunmasinda

ve a-tokoferoliin geri doniisiimiinde islevsel 6zellik gosterir.

2.6.1.2. Tokoferoller

fleri diizeyde biyolojik aktiviteye sahip olan tokoferoller, kloroplastlarin tilakoid
membranlarinda yogun olarak bulunmaktadir. Tokoferollerin bitkilerde a, B, y ve o
olmak tizere dort izomeri bulunur. Bunlar arasinda molekiiler yapisinda {i¢ metil
grubu ihtiva eden a-tokoferol, en ileri diizeyde antioksidant etkiye sahiptir. Ayni
zamanda dogada en ¢ok bulunan E vitamini de bir a-tokoferoldiir (Kamal-Eldin ve
Appelqgvist, 1996; Wu ve ark., 2007). Vitamin E lipid peroksidasyonunu ve diger
oksidatif tepkimeler sonucu meydana gelen radikallerin yikici etkisini
engellemektedir. Ayni zamanda hiicde sinyal molekiili olarak da islevi
bulunmaktadir. Kloroplastlarin i¢ zarlarinda sentezlenen tokoferoller, hidrofobik
yapilar1 sayesinde zarlara tutunarak lipid peroksidasyonunu onlemektedir ve zar

yapisindaki dengeyi saglamaktadir (Smirnoff, 2005).

Bitkiyi, sahip olduklari antioksidant niteligi sayesinde oksidatif stresin zararh
etkilerinden koruyan tokoferoller iki farkli oksidasyon isleyis sistemine sahiptir.
Birincisi, bir elektron ilavesiyle a-tokoferol radikali meydana gelmesidir. Digeri ise,

a-tokoferoliin 'O, ile karsilikli etkilesime girmesi sonucunca iki elektron ilavesi ile
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H20, meydana getirmesidir. Meydana gelen a-tokoferol radikali ve H,0,, askorbat
araciligiyla indirgenir (Krieger-Liszkay ve Trebst, 2006). Boylece askorbat, a-
tokoferoliin serbest radikalleri tutucu antioksidant savunma islevini yeniden
gerceklestirmesini saglar. Ayrica hiicresel sinyal gorevi ve zarda bulunan baska

yapilarin da korunmasinda etkilidir.

2.6.1.3. Karotenoidler

Karotenoidler fotosentetik ya da fotosentetik olmayan dokularda mevcut olan, yagda
coziinebilen, antioksidant 6zellik gosteren pigmentlerdir. Sari, turuncu ve kirmizi
renklerde olabilen karotenoidler, kloroplast ve kromoplast zarlarinda bulunurlar
(Bartley ve Scolnik, 1995). Ihtiyac fazlasi olan 151k enerjisini 1s1 enerjisi seklinde
yayan karotenoidler ayn1 zamanda kloroplast ve kromoplast zarlarindaki pigment-
protein yapilarmin dengesini saglar. Karotenoidlerin gorevlerinden biri oksidatif
strese kars1 fotosentetik yapilart AOT’lerden korumaktir (Dankov ve ark., 2009).

2.6.1.4. Glutatyon

Glutatyonlar, bitkiyi oksidatif strese karsi koruyan, hiicre i¢i tasinimda gorev alan,
katalizor igeren ya da metabolik reaksiyonlarda isleve sahip olan ve bitki dokularinda
fazla miktarda sentezlenen bir antioksidanttir. Fonksiyonel bir metabolit olan
glutatyon; sitosol, endoplazmik retikulum, vakuol, kloroplast ve peroksizom gibi
bitkinin birgok hiicresel bolimiinde bulunur (Jimenez ve ark., 1998; Rausch ve
Wachter, 2005).

2.6.1.5. Fenolik Bilesikler

Bitkilerin sekonder metabolizma iiriinleri olarak adlandirilan fenolik bilesikler
AOT’leri ortadan kaldirmada ve zararsiz hale doniistiirmede iyi bir antioksidant
Ozellik gosterir. Hatta yapilan caligmalar fenolik bilesiklerin tokoferoller ve
askorbattan daha etkili bir savunma olusturdugunu gostermektedir (Bray, 1997).

Fenolik bilesikler; hidrosinnamik asit (HCA), flavanoidler, taninler ve antosiyaninler
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olarak dort farkli gruba ayrilirlar (Grace, 2005). Cevresel stres faktorlerine maruz
kalan bitkilerde fenolik bilesikleri sentezleyen fenilpropanoid metabolizmasi uyarilir
ve fenolik bilesiklerin bitki dokularindaki yogunluklarinda artis goriilir (Quan ve
ark., 2008).

Fenolik asitlerden flavanoidler ve HCA, guaiakol peroksidaz (GPOD) araciligiyla
H20,’nin detoksifikasyonunda gérev alir (Sakihama ve ark., 2002). Bunun yaninda
bitkilerin UV-B etkisinden korunmak i¢in vakuollerinde UV-absorbe eden
flavonoidleri depoladiklar tespit edilmistir (Noctor ve Foyer, 1998; Beauchamp ve
Fridovich, 1971). Antosiyaninler ise diger antioksidantlara nazaran daha gii¢lii bir
detoksifikasyon oOzelligi gostererek AOT’lerin dogrudan ortadan kaldirilmasinda
fonksiyon gosterir (Gould ve ark., 2002).

2.6.2. Antioksidant enzimler

2.6.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) yapisinda metal iyonu bulunduran, oksijenli solunum
yapan tiim canlilardaki en etkili antioksidant enzimdir. Bitkiler herhangi bir strese
maruz kaldiginda ve AOT’lerin zararli etkileri ortaya ¢iktiginda savunma sisteminin
ilk basamagini olusturan ve Katalitik etkisi oldukga yiiksek olan bir metaloenzimdir.
Bitkilerde O, radikali SOD ile O,, H;0;’ye doniistiiriilerek strese karsi bir
savunmaya sistemi olusturulur (Asada, 1999). Bu dismutasyon reaksiyonu esnasinda
bagka bir O, radikali O,’ye donistiiriilir. SOD; O, radikalinin detoksifiye ettigi i¢in
Haber-Weiss tepkimesi araciligiyla OH™ radikalinin meydana gelme ihtimalini
diisliriir. Haber-Weiss reaksiyonunun SOD varliginda katalizlenmesi, enzimatik
olmayan reaksiyonuna gore 10000 kat daha hizli gergeklesmektedir (Mittler, 2002).
SOD enziminin, diflize olma yetenegi yoktur. O, radikali ve H,O, gibi molekiilleri
yok etmek amaciyla bu molekiillerin sentezledigi hiicresel kisimlarda lokalize

olmustur (Alscher ve ark., 2002).
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Metaloenzimlerden biri olan SOD’un bulundurdugu metal gruplarina gore ig tipi
bulunmaktadir. Bunlardan demir siiperoksit dismutaz (FeSOD) ve mangan siiperoksit
dismutaz (MnSOD) yapisal olarak birbirine benzerlik gosterir. Bakir/¢inko
stiperoksit dismutaz (Cu/ZnSOD) ise diger iki enzim grubundan farkli bir yapiya
sahiptir. H,O,’ye olan farkli seviyelerde duyarliliklarina gore lokalize olan bu
enzimlerden FeSOD kloroplast stromasinda ve prokaryotik organizmalarda, MnSOD
mitokondri ile peroksizomda, Cu/ZnSOD ise kloroplast, peroksizom, sitosol ve

hiicreler arasi boslukta bulunur (Alscher ve ark., 2002).

Arabidopsis thaliana iizerinde yapilan bir ¢aligmada, bitkinin genomunda FeSOD
enzimine ait {i¢ tane (FSD1, FSD2, FSD3), Cu/ZnSOD enzimine ait yine ii¢ tane
(CSD1, CSD2, CSD3) ve MnSOD enzimine ait bir tane (MSD1) gen bulundugu tespit
edilmistir (Kliebenstein ve ark., 1999). SOD’un izozimleri olan Cu/ZnSOD, MnSOD
ve FeSOD niikleusta kodlanmaktadir ve daha sonra islev gosterecekleri hiicresel
bolgeye tasinmaktadir. Bitkide SOD aktivitesi arttikga, stres toleransinin gelismesi de
iyilesme gostermektedir. Yapilan baska bir calismada tuz stresine maruz kalmis
nohut bitkilerinde Cu/ZnSOD ve MnSOD izozimlerinin aktivitelerinde artis
gdzlenmistir (Eyidogan ve Oz, 2005). Glycyrrhiza uralensis bitkisiyle yapilan bir
calismada tuz uygulamalarinin sonucunda SOD aktivitesinin arttigi rapor edilmistir
(Pan ve ark., 2006). Aci bakla bitkisinde (Yu ve Rengel, 1999) ve dut bitkisinde
(Ahmad ve ark., 2010) de tuz stresi uygulamalari SOD aktivitesini arttirmustir.
Bitkilerde stres sartlarinda SOD etkinliginin artmasi ve bu seviyenin stabilitesi, gen
expresyonunun ve SOD transkripsiyonunun artisina bagli olarak degisiklik gosterir
(Minkov ve ark., 1999). KAT, POD ve APOD enzimleri SOD’un olusturdugu
H,0,’yi detoksifiye etmektedir.

2.6.2.2. Askorbat peroksidaz (APOD)

Askorbat peroksidaz (APOD), H,O, detoksifikasyonunda gorev alan, baska bir
deyisle H,O,’yi O, ve suya pargalayan aktivitesi katalaz enzimine kiyasla daha
yiiksek olan 6nemli bir antioksidant enzimdir (Mittler ve ark., 2004). APOD dort
farkli izozime sahiptir. Bu izozimler kloroplastlardaki stromal APOD (SAPOD) ve



37

tilakoid membranlara bagli olan tilakoidal APOD (tAPOD), glioksizom
membranlarina bagli olan glioksizomal APOD (gmAPOD) ve sitosolde bulunan
sitosolik APOD (cAPOD)’dur. APOD, askorbattan elektron vericisi olarak
yararlanarak H;O,’yi pargalamaktadir. APOD; H,0,’yi suya doniistiiriirken,
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)
enzimleri devreye girer ve askorbatin rejenerasyonunu saglar., MDHAR’in
indirgeyici olarak NADPH’dan, DHAR enziminin ise glutatyondan yararlanmasi
neticesinde askorbatin rejenerasyonu gercgeklesir (Noctor ve Foyer, 1998; Vranova,
2003).

Diger antioksidantlarla kiyaslandiginda H,O;’nin bitkinin hiicresel yapilarinda
olusturdugu oksidatif zararlar1 gidermede en fazla rolii olan antioksidant enzim
APOD’dur (Foyer ve ark., 1994). Tuz stresi uygulanan bir ¢alismada Anabaena
doliolum alginde APOD aktivitesinin artis gosterdigi tespit edilmistir (Srivastava ve
ark., 2005). Farkli misir genotiplerinin kullanildigi baska bir ¢alismada da tuz
uygulamalarinin  APOD aktivitesini 31K67 genotipte azaltirken, 32K61 adli
genotipte artirdigi rapor edilmistir (Dogru, 2014). Domates genotipleri ile yapilan
basgka bir ¢alismada, tuz tolerans seviyesi ile APOD aktivisindeki artig arasinda bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir (Mittova ve ark., 2002). Aymi sekilde Citrus
bitkisinde de tuz toleransi ile artan APOD aktivitesi arasinda bir iligki oldugu tahmin
edilmektedir (Gueta-Dahan ve ark., 1997).

2.6.2.3. Katalaz (KAT)

Katalaz, H,0,’yi oksijen ve suya pargalayan ve bitki hiicrelerindeki peroksizomlarda
bulunan antioksidant enzimlerden biridir (Jamei ve ark., 2009). Katalaz enziminin,
hiicreleri H,O,’ye karsi savunma kapasitesi smirlidir (Feirabend ve Enger, 1986;
Feirabend ve ark., 1992). Bazi arastirmacilar buna yol agan sebepleri katalazin biiyiik
Ol¢iide peroksizomlarda bulunmasina, H;O,’ye affinitesinin diisiik olmasina ve 11k

tesiriyle etkinligini kaybetmesine dayandirmislardir (Foyer ve ark., 1994).



38

Dat ve arkadaglar1 (2000) ise stres altindaki bitkilerde katalazin pargalanma hizinin
artmas1 ve katalaz proteininin translasyonunun inhibe edilmesi nedeniyle bitki
hiicrelerindeki katalaz aktivitesinin azaldigini ifade etmistir. Bunun disinda bitkilerde
doku sicakliginin artmasinin ve azalmasinin da katalaz enziminin inhibisyonuna yol

actig1 rapor edilmistir (Dat ve ark., 1998; Lopez-Dalgado ve ark., 1998).
2.6.2.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

Sitozol ve mitokondride bulunan glutatyon rediiktaz bir flavo-protein oksirediiktaz
enzim sinifina girer. GR dkaryot canlilarda da prokaryot canlilarda da bulunmaktadir
(Romero-Puertas ve ark., 2006). GR askorbat-glutatyon dongiisiinde fonksiyon
gostererek indirgenmis glutatyon havuzunu besler ve AOT’lere karsi savasir
(Creissen ve ark., 1994). GR, okside halde bulunan glutatyonu (GSSG) NADPH
molekiiliinden aldig1 bir elektron ile indirgenmis forma (GSH) (Denklem 2.9) gevirir
(Chalapathi ve Reddy, 2008).

G
GSSG + NADPH + H* -5 2GSH + NADP* (2.9)

GSSG= okside halde bulunan glutatyonu, NADPH= Nikotinamid adenin diniikleotit
fosfatin  indirgenmis  hali, = GSH=GSSG’nin  indirgenmis  formu  ve
NADP*=Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat1 gdstermektedir. GSH’mn bir baska
gorevi ise glutatyon transferaz enziminin subrati olmasidir (Reddy ve Raghavendra,
2006). GR askorbat glutatyon dongiisinde GSH/GSGG diizeyini yiiksek tutar ve
oksidatif strese kars1 koruma saglar (Foyer ve Noctor, 2005). GR baska enzimlerle
birlikte H,O,’ nin zararh 6zelliklerinin etkisizlestirilmesinde gorev alir. Oksitlenmis
askorbik asit (dehidroaskorbat), dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan yeniden
askorbik asite indirgenmektedir ve DHAR bunu yaparken substrat olarak GSH’1
kullanmakta ve tepkime sonucu GSSG sentezlenmektedir. Sentezlenen GSSG, GR
enzimi araciligir ile yeniden GSH’a indirgenir ve bdylelikle DHAR enziminin
substrat1 yeniden meydana gelir. Bunlarin haricinde GR, GSSG’yi GSH’a indirgedigi
sirada NADPH’1 kullanir. Boylelikle CO; fiksasyonunun sinirlandigr zamanlarda,
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NADPH/NADP* oranmin dengelenmesine katki saglanmaktadir. Sonug olarak
GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, serbest radikallerin temizlenmesinde 6nemli bir

etmendir (Aono ve ark., 1995; Creissen ve ark., 1996; Giiler, 2008).

2.6.2.5. Guaiakol peroksidaz (GPOD)

GPOD, indol-3-asetik asidi ve H,0,’yi pargalar, ayn1 zamanda lignin biyosentezinde
de rol oynar. GPOD enzimi genellikle guaiakol ve pirogallol gibi aromatik yapili
elekron vericilerle etkilesime girer (Asada, 1999).

2.7. Bitkilerde Tuz Stresine Karsi Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler, diinyamizda mevcut olan biyotik ve abiyotik stres etmenlerine ragmen bir
takim savunma mekanizmalartyla olumsuz sartlara uyum gostererek canliliklarini
stirdiirmeye devam eder. Yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerin,
bliylime ve yasam dongiilerini tamamlayabilme yetenekleri ‘‘tuz toleransi’’ olarak
tanimlanir (Parida ve Das, 2005). Tuz toleransi bitkilerin tuz stresine karsi
dayanikliligimin bir ispatidir ve bitkinin genotipik o6zelliklerine, bitkinin hangi
gelisme doneminde olduguna, bitkide strese neden olan tuzun cinsine, tuzun
yogunluguna ve uygulama siiresi gibi unsurlara bagli olarak degisiklik gosterir

(Gtirel ve Avcioglu, 2001).

2.7.1.Bitkilerde tuz iceriginin diizenlenmesi

Bitkiler biinyelerindeki tuz igerigini bazi mekanizmalar gelistirerek regiile etmektedir

(Dajic, 2006).
2.7.1.1. Tuzun bitki yapisina alinmamasi
Bu mekanizma rizosferde fazla miktarda tuzun bulundugu durumlarda, kok

hiicrelerinin membran gecirgenliginin Na* ve CI™ gibi iyonlara kars1 diisiik olmasi

sonucu bitkinin tuzdan sakinimi seklinde agiklanir (Liittge, 2002). Kaspari seridinin



40

filtrasyon ozelligiyle gergeklesen bu sakimima “ultrafiltrasyon” denir (Bottella ve
ark., 2005). Kokten tuz molekiillerini uzaklastirmanin baska bir yontemi ise; siirgiine
erisen Na' seviyesini en az diizeyde tutmak igin kokiin toprakla etkilesimi olan
hiicrelerinden Na® girisini smirlandirirken, toprak soliisyonuna dogru Na® ¢ikisini
arttirmaktir. Boylelikle kokten ksileme Na* gegcisi en az degerde olurken, ksilemden
koke Na® girisi en iist seviyede olmaktadir (Tester ve Davenport, 2003). Na*’nin
ksilem ve kok hiicreleri arasindaki taginimi transport proteinler tarafindan saglanir

(Botella ve ark., 2005).

2.7.1.2. Tuzun eleme yontemiyle uzak tutulmasi

Bitkilerin yaprak epidermisinde bulunan tuz salgi tiiyleri (trikom) ve tuz salgi
bezleri; tuzdan etkilenmis bitkinin yapisindaki tuzun atilmasini ve tuz muhteva eden
yaprak kisimlarinin dokiilmesini saglamaktadir (Munns ve Tester, 2008). Trikomlar
hiicrelere alinan tuzun fazlasini vakuollerinde biriktirmekten sorumluyken, tuz salgi
bezleri ise tuzu disartya salgilamakla gorevlidir. Iki mekanizma da tuzun canl
hiicrelerden sakinimini saglamaktadir (Breckle, 2002). Tuz konsantrasyonu yiiksek
olan topraklara uyum saglamis ve tuz salgi sistemine sahip olmayan bitkilerde ise
fazla tuzun uzaklastirilmasi, tuz biriken olgun yapraklarin absisyonu ile saglanir

(Cram ve ark., 2002).

2.7.1.3. Sukkulentlik ile tuz yogunlugunun seyreltilmesi

Bitkilerde yaprak dokusunda biriken yogun tuz konsantrasyonunu seyreltik bir
diizeyde tutmay1 saglayan mekanizma “sukkulentlik’’ olarak adlandirilir (Glenn ve
ark., 1999). Sukkulent bitkilerde 6zellikle siinger ve su depo parankimasini meydana
getiren hiicrelerin hacimlerinde ve yaprak kalinliginda hiicre ¢eperinin esnekligine
gore degisen artislar gozlenirken, stoma sayisinda azalma meydana gelir (Dajic,
2006; Larcher, 1995).
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2.7.1.4. Tekrar dagilim ile tuz yogunlugunun seyreltilmesi

Tuzun tekrar dagilimi gen¢ dokulardan Na*’nin ve Cl’nin floeme aktarimiyla
gerceklesir. Boylelikle yapraklardaki tuz miktariin seyreltilmesi saglanir (Larcher,
1995). Floeme ulastirilan Na® ve CI iyonlar: yapraklardan koke (Botella ve ark.,
2005), tuz salg tiiyleri ve tuz bezlerine ya da fazla tuzu depolayan olgun yapraklara

transfer edilerek bitkiye zarar vermesi engellenebilir.

2.7.2.Bitkilerde tuz toleransimi saglayan mekanizmalar

Bazi bitkiler ¢esitli ¢oziinebilir tuzlarin yiiksek yogunluklarda bulundugu ortamlarda
yasamlarina devam edebilir ve bu yetenek ‘tuz toleransi’’ olarak adlandirilir (Parida
ve Das, 2005). Bitkiler, tuzun olumsuz etkilerinden sakinmasina karsin tuzlu
ortamlarda hayatlarin1 siirdiirebilmeleri tuzluluga karsi gelistirdikleri biyokimyasal

ve molekiiler mekanizmalara baglidir.

2.7.2.1. Tyon dengesi ve SOS (salt overly sensitive: tuza asirn1 duyarh) sinyal

iletim yolu

Yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz kalmis bitkilerin canliligini siirdiirebilmesi
icin iyon dengesinin saglanmasi gerekmektedir (Borsani ve ark., 2003). Tuz stresi;
iyon stresi, su stresi, oksidatif stres ve besin dengesizligi gibi stresler birbirleri ile
iliski i¢indedir (Tirkan ve Demiral, 2009). Bitkiler stres kosullarinda biinyelerinde
bulunan fazla Na"yi, metabolik fonksiyonlarmi devam ettirebilmek admna

vakuollerinde depolar (Parida ve Das, 2005).

Tuz stresine maruz kalan rizosferdeki koklere Na*’nin girisi pasif tasima ile meydana
gelir. Pasif tagima kolaylastirilmig difizyon ya da kanal yapisindaki bazi ileticilerle
gerceklesir. Bu ileticiler HKT (yiiksek afiniteli K* kanallar1), LCT (diisiik afiniteli
katyon kanalllar1)) ve NSCC (secici olmayan katyon kanallar1)’dir (Apse ve
Blumwald, 2007). Na"’nin rizosferden bitkiye tasmiminda ilk asmas:1 gereken engel

kok epidermisi ve kortekstir. Epidermisi tasiyicilar sayesinde asan Na® simplastik
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yolu kullanarak, tastyicilar ve plasmodesmalar ile merkezi silindire, oradan daha
sonra ksileme tasinir. Bunun yaninda Na* suya ve suda ¢oziinmiis maddelere karsi
gecirgen olmayan kaspari seridinin bulundugu endodermise, hiicre disindaki matriksi
de kullanarak apoplastik yol ile tasinir. Hiicreye girdikten sonra simplastik yol
vasitasiyla kaspari seridini gecer (Bottella ve ark., 2005). Ayn1 zamanda bu taginim
simplastik yola ihtiya¢ duyulmadan CHX (katyon/proton degistirici) gibi katyon/H"
ileticilerinin  Na™y1 endodermal hiicrelerden merkezi silindirin apoplastia

tasimasiyla da saglanir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Na+’in bitkide hareketi (HKT: yiiksek afiniteli K+ kanallari, LCT: diisiik afiniteli katyon kanalllari,
NSCC: segici olmayan katyon kanallari, CHX: katyon/proton degistirici) (Apse ve Blumwald,
2007°den modifiye edilerek alinmistir).

Na"’nin bir kismi toprak iistii organlara dogru yol alirken, kalan kismi da hiicrelerin
vakuollerinde Na*/H" tasiyicilar1 (NHX) vasitasi ile depolanir bu sayede siirgiine
transfer edilen Na* miktar1 azalir. Na*, SOS1 yolu ile merkezi silindirden ksileme
Na'/H" tasiyicilar ile tasinir. Na™*ya kars1 secici olmayan HKT ve NHX tastyicilari
Na"nmn ksilemden koke yeniden tagimmim saglar. NSCC kanallart Na*’nin
ksilemden yaprak parankima hiicrelerine tasimimindan sorumludur (Apse ve

Blumwald, 2007). Yaprak parankimasinda biriktirilen fazla Na’, SOS1 yolu
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araciligiyla ksileme geri gonderilir ya da floem dongiisii ile koke tasinarak yaprak
dokularindaki tuz miktan azaltilir. Yogun tuz konsantrasyonunu seyreltmenin baska
bir alternatifi ise NHX vasitasiyla tuzlarin vakuolde depolanmasidir (Botella ve ark.,
2005).

NaCl’nin sebep oldugu tuzluluk, Na*, CI, Ca*® ve K* gibi iyonlarm hiicre icindeki
dengesini bozabilir. Hiicre disinda artan Na*’lar ¢esitli tasiyicilar araciligiyla hiicre
icine alinir. Yaricap olgiileri benzestiginden dolay1r K tastyicilari; Na* ve K* iyonlar
arasindaki farki ayirt etmekte zorlanir ve bunun sonucunda bu iyonlar arasinda bir
rekabet ortami olusur (Aharon ve ark., 2003). Hiicre disinda bulunan Na*, K*
alimimini olumsuz etkileyerek temel besin elementlerinin hiicreye girisinde azalma
meydana getirir (Knight ve ark., 1997). Hiicrede asir1 Na* birikimi, iyonlarin tagmimi
yoluyla ii¢ farkli sekilde engellenir. Bunlar; Na® tasiyicilar1 yardimryla Na'“nin
hiicreye girisinin smirlandirilmasi, Na”nin vakuolde depolanmasi, sitosolik Na*’nimn
membran Na'/H" tasiyicilar ile hiicrenin disina ya da apoplasta gonderilmesidir
(Bartels ve Sunkar, 2005). Na"nin vakuolde depolanma sistemi, bu iyonun
sitoplazmada yol acabilecegi olumsuz etkileri yok eder ve hiicreye su girisini

saglayarak osmotik dengenin korunmasina yardimci olur (Apse ve ark., 1999).

Bitki iyon dengesi ve tuz toleransinin temel regiilatorii olarak goriilen SOS sinyal
yolu, tuza kars1 asir1 derecede duyarlidir (Hasegawa ve ark., 2000; Sanders ve ark.,
2002). Na" ve K" iyon dengesini diizenlemekle gérevli olan SOS yolu, bunu
genlerin kontroliinde gergeklestirir (Yokoi ve ark., 2002). SOS1 geni plazma
membram Na'/H" tastyicilarmi, SOS2 geni bir serin/treonin proteinkinazi ve SOS3
geni kalsiyum baglayici bir proteini kodlamaktadir (Borsani ve ark., 2003). SOS3 ve
SOS2 geni etkilesime girdiginde, SOS2, SOS3 tarafindan aktive olmaktadir. SOS2 ve
SOS3 ise SOS1’i aktive etmektedir ve SOS1’in gen ekspresyonu seviyesini kontrol
etmektedir (Sairam ve Tyagi, 2004). SOS1 geninin aktivasyonu ile tuz stresine karsi
iyon dengesi ve tuz toleransi saglanmaktadir (Yokoi ve ark., 2002). Fazla Na*
varliginda artan sitosolik Ca*? miktar1, Ca*? sensorii olarak bilinen SOS3 sinyal yolu
tarafindan algilanir ve SOS yolunu aktiflestirir. Ortamdaki Ca**’nin artistyla SOS3,

bir serin/treonin protein kinaz olan SOS2 proteinine fizyolojik olarak baglanir ve



44

SOS2 proteinini etkinlestirir (Halfter ve ark., 2000; Shi ve ark., 2000). Bu durum
SOS2 etkinliginin, SOS3 ve Ca*®’ya bagh oldugunu gostermektedir (Bertorello ve
Zhu, 2009) (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Tuzluluk toleranst ile ilgili yollar ve SOS tarafindan iyon homeostazinn diizenlenmesi (Tuteja, 2007’
den modifiye edilerek almmustir). (PIP2: fosfotidilkolininozitol bifosfat; IP3: inozitol trifosfat; DAG:
diagilgliseerol; CaM: kalmodulin).

Olusan SOS2-SOS3 protein kinaz kompleksi, SOS1 geninin aktivasyonunu

gerceklestirerek fazla Na™min hiicre disina ¢ikisini saglayan SOS1 proteinini

sentezler (Shi ve ark., 2002). SOS2-SOS3 protein kinaz kompleksi, HKT1 geninin
etkinligini azaltarak ya da inaktif hale getirerek Na"‘nin hiicreye girisini bloke eder

(Zhu, 2002). SOS2, NHX ile baglant1 kurarak NHX’i aktive eder ve fazla Na"’nmn

vakuolde depolanmasini saglayarak iyon dengesine extra bir katki saglar (Mahajan

ve ark., 2008). Olusan bu karmagsik yap: sayesinde CAX1 (Ca*/H" antiportu)
etkinligi artar ve sitosolik Ca** homeostazi saglanir (Cheng ve ark., 2004). Bunlarin
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yaninda Ca*? miktarmm artis1, diger Ca*™ bagli proteinler (kalneksin, kalmodulin
(CaM)) tarafindan algilanir ve bu proteinler de NHX ile baglanti kurarak NHX’in
aktivasyonunu saglar (Tuteja, 2007). Hiicre zarindaki reseptorlerin tuz stresini
algilamas1 sonucu fosfolipazlar (PLC) etkinlestirilir. Etkinlestirilen PLC’ler
fosfolipidlerle birlesip stres toleransinin saglanmasinda ©6nemli olan ikincil
habercilerin (DAG; diagil gliserol, IP3; inositol trifosfat) olusturulmasini saglar.
IP3’ler Ca™’nin serbest kalmasini saglar (Sairam ve Tyagi, 2004). DAG’lar ise
protein kinazlari etkinlestirir (Zhu, 2002) (Sekil 2.7.).

2.7.2.2. Tuz toleransinda metabolitler

Tuz stresinin yarattigi osmotik stres altinda bulunan bitkiler, birbirinin yerini
tutabilen (compatible) “osmolit” olarak adlandirilan ve osmotik bakimdan koruyucu
ozellige sahip bilesikler depo eder (Hussein ve ark., 2008). Esas olarak hiicrelerdeki
turgor basincinin  korunmasinda islev gosteren osmolitler bitki hiicrelerini
dehidrasyona karsi korur (Smirnoff, 1998). Metabolitler olarak da adlandirilan
osmolitler ayn1 zamanda bazi hiicresel yapilarda ve proteinlerde stabilizasyon
saglamaktadir (Yancey ve ark., 1982). Osmolitler diisiik molekiil agirliga sahip,
toksik etkisi olmayan, hiicreye olumsuz bir etki yapmayan ve hiicrelerde molar
yogunluklarda biriken bilesiklerdir (Djilianov ve ark., 2005). Osmolitlerin bir
kismini iyonlardan, biiyiik bir boliimi de organik maddelerden olusur (Parvaiz ve
Satyawati, 2008). Osmolitlerin inorganik iyon olanlar1 vakuolde, organik olanlari ise
genellikle organellerde olmak kaydiyla sitoplazmada birikir (Maghaieb ve ark.,
2004). Metabolitlerin bitki hiicrelerindeki birikim orani, dis ortamda artan osmotik
basingla dogru orantili bir sekilde suyun hiicrelere girisini artiracak ya da hiicrelerden
cikisin1 azaltacak sekilde degisir (Parida ve Das, 2005). Bitkilerin ihtiva ettigi
osmolitler; diisitk molekiil agirlikli sekerler, polioller, organik asitler, ¢oziinebilir
proteinler (LEA (late embryogenesis abundant) proteinleri, dehidrin) ve azot
bulunduran bilesiklerdir (Ashraf, 2004; Munns, 2005).

Stres durumunda hiicrede biriktirilen metabolitlerden biri digeri karbohidratlardir.

Glikoz, fruktoz ve sukroz gibi sekerler; bitki hiicrelerindeki ozmotik diizenlemede,
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karbon atomlarinin depolanmasinda ve AOT’lerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar
(Parida ve Das, 2005). Disakkaritlerden trehalozlar bazi bitkilerin hiicrelerinde az
miktarda sentezlenip biriktirilmesine ragmen, stres sartlarinda ozmotik korumay1 ve

hiicresel stabilizasyonu saglar (Djilianov ve ark., 2005).

Polioller, polihidrik seker alkolleridir. Polioller siklik (pinitol, ononitol) ve asiklik
(mannitol, sorbitol, gliserol) yapida olmak iizere ikiye ayrilir. Polioller; biiyiik ¢apli
molekiillerin stabilizasyonunu ve hidroksil gruplarinin hiicrenin disina ¢ikartilmasini
saglayarak bitkiyi oksidatif zararlardan korur (Smirnoff ve Cumbes, 1989; Shen ve
ark., 1997).

Stres kosullar1 altinda en ¢ok biriktirilen metabolitlerden biri olan prolin hiicrenin
osmotik dengesinin saglanmasinda ve plazma membraninin Dbiitinligiiniin
korunmasinda fonksiyoneldir (Mansour, 1998). Prolin aym1 zamanda stresli
kosullardan sonraki dénemde, bitkinin metabolik olarak kendini toparlamasi igin
ihtiyag duydugu N ve C depolama islevine sahiptir (Jain ve ark., 2001). Balal ve ark.
(2011) turuncgillerde tuzluluga karsi tepkilerin belirlenmesi amaciyla yaptiklari
calismada, 10 farkli turunggil anacinit 30, 60 ve 90 mM NaCl tuz stresine 90 giin
stiresince maruz birakmigtir. Caligma sonunda artan tuz diizeyi ile prolin ve seker
miktarlart artmistir ve osmolitlerin tuz stresine tolerans saglamada 6nemli roller
aldig1 tespit edilmistir. Azot igeren bilesikler genellikle, tuz stresine maruz kalmis
bitkilerin hiicrelerinde gbzlenmektedir. Baslica azot i¢eren bilesikler; amidler, imino
asitler, kuarterner amonyum bilesikleri, proteinler ve poliaminlerdir. Bu bilesiklerin
fonksiyonlar1; osmotik dengenin saglanmasi, hiicresel macromolekiillerin korunmast,
dokularda azot birikiminin saglanmasi, pH dengesinin korunmasi, hiicre
detoksifikasyonu ve AOT’lerin ortadan kaldirilmasidir (Ashraf ve Haris, 2004).
Osmotik dengeyi koruyan betainler; azot atomlarmin metilledigi kuarterner
bilesiklerdir. En 6nemli betainlerden biri olan glisin betain, amfoterik 6zellik gosterir
ve bazi bitki tiirlerinin hiicrelerinde stres kosullarinda sentezlenip biriktirilir. Glisin
betain hiicredeki enzim ve proteinlerin stabilizasyonunun, etkinliginin ve membran

biitiinliigliniin korunmasini saglar (Sakamoto ve Murata, 2002; Rontein ve ark.,
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2002). Stres kosullar1 ortadan kalktiginda prolin degredasyona ugrarken, glisin
betainde bu meydana gelmez (Hare ve ark., 1998).

2.7.2.3. Bitkilerde tuz stresi boyunca indiiklenen sinyal iletimi

Sinyal iletimi, stresin algilanmasi ile baslar ve akabinde inositol fosfat gibi sekonder
habercilerin meydana gelmesiyle devam eder. Sekonder haberciler hiicrelerdeki Ca*?
seviyesini regiile ederek, protein fosforilasyonu ile ilgili olaylarin baglamasini saglar.
Sonugta hiicrenin korunmasindan sorumlu olan ya da transkripsiyon faktorleri ile

iligkili olan baz1 proteinlerin fosforilasyonu saglanmig olur (Xiong ve ark., 2002).
2.7.2.4. Tuz stresine karsi olusturulan cevap genleri

Bitkilerde abiyotik stres faktorlerine verilen cevaplarda birden ¢ok sinyal iletim yolu
kullanilir. Cevresel stres faktorlerinden biri olan tuz stresi birgok bitki geninin
ekspresyonu tizerinde etkilidir (Zhu, 2002). Sinyal iletiminde yer alan cevap genleri,
erken cevap genleri ve ge¢ cevap genleri olmak lizere iki grup altinda toplanir.
Bitkilerde strese kars1 olusturulan tepkilerin diizenlenmesinden ¢ogunlukla geg cevap
genleri  sorumludur. Erken cevap genleri ise ge¢ cevap genlerinin
etkinlestirilmesinden sorumlu transkripsyon faktorlerini kodlamaktadir (Sairam ve
Tyagi, 2004). Tuz stresinin etkisiyle indiiklenen genlerin ekspresyonunda artis
meydana gelir. Bu genlerin tirlinleri olan molekiiller islevlerine gore “efektor
(koruyucu)” ve “regiilator (diizenleyici)” molekiiller olmak iizere gruplandirilir (Seki
ve ark., 2003). Efektor molekiilleri iyon tasiyicilar, osmolitlerin sentezinde yer alan
enzimler, LEA proteinleri, su kanal proteinleri, saperonlar, detoksifikasyon enzimleri
ve cesitli proteazlar olusturmaktadir. Regiilator molekiilleri ise; protein kinazlar,
transkripsiyon faktorleri ve fosfoinositol metabolizmasinda islev goren fosfolipazlar

meydana getirir (Wu ve ark., 2005).
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2.7.2.5. Koruyucu molekiiller

LEA proteinleri genellikle stres kosullar1 altinda vejatatif dokularda birikim gosterir.
Bitki  hiicrelerinde osmotik diizenlemenin saglanmasinda, sitozolik iyon
yogunlugunun diizenlenmesinde, zar yapisinin korunmasinda ve hasar gormiis
proteinlerin yeniden yapisal biitiinliiklerinin saglanmasinda gorev alir (Wise ve

Tunacliffe, 2004; Hundertmark ve Hincha, 2008).

Akuoporinler olarak da adlandirilan su kanal proteinleri; osmotik dengeye bagh
olarak hiicre zarmin iki tarafinda da suyun geg¢isini kolaylastirir (Bohnert ve ark.,
1999). Su kanal proteinleri ayn1 zamanda, apoplastik ve simplastik tasinimdan farkli
bir mekanizma ile suyun iletimini gergeklestirir (Maurel ve Chrispeels, 2001). Hiicre
zariin iki yaninda da bulunan akuaporinler, osmotik basin¢ farkina gore her iki
taraftan da su ge¢isini artirir (Bohnert ve ark., 1999). Major integral proteinler (MIP)
stiper ailesine mensup olan akuaporinler; diisiik molekiil agirhiga sahip ve yiiksiiz
olan ¢oziinmiis molekiillerin (CO,, H,O gibi) hiicreye giris ¢ikisin1 kolaylastirir
(Kirch ve ark., 2000).

Is1 sok proteinleri (hsp) de, gesitli stres faktorlerinin etkisiyle hiicrelerde birikim
gosteren koruyucu molekiiller arasindadir (Gorovits ve Czosnek, 2008). hsp’ler
molekiil agirliklarima goére hspl100, hsp90, hsp70, hsp60 ve shsp (smallhsp;
kiiciikhsp) olmak tizere bes grup altinda incelenir. Bitki hiicrelerinde kiigiik hsp’lere
¢ok daha yogun olarak rastlanmaktadir (Wang ve ark., 2003). Is1 sok proteinlerinin
bir grubu olarak kabul edilen saperonlar; stres altindaki hiicrelerde proteinlerin
korunmasindan ve hasarlarin diizeltilmesinden sorumludur (Diamant ve ark., 2001).
Boylelikle molekiillerin yanhis katlanmasi ve olusabilecek agregasyonlarin Oniine
gegilir. hsp’lerden tiireyen bir diger koruyucu molekiil grubu olan proteazlar,
fonksiyonel olmayan proteinlerin par¢alanmasindan sorumludur. Goriilmektedir ki
hsp’ler proteinleri korumakla gorevli olmalarina ragmen, ayni zamanda denatiire
olmus ve agregasyona ugramis polipeptidlerin par¢alanmasini saglayarak hiicresel

homeastazisinin korunmasina da katkida bulunur (Wang ve ark., 2004).
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2.7.2.6. Diizenleyici molekiiller

Protein kinazlar diizenleyici molekiillerin bir grubunu olusturur ve protein
fosforilasyonunda enzim olarak islev gosterir. Protein kinaz enzim grubu sinyal
iletimi boyunca fosfat vericisi olarak ATP’den yararlanir. Protein kinazlardan
etkinligi en yiiksek olanlar MAP kinazlar (mitojenle aktive edilen protein kinazlar)
ve kalsiyuma bagimli bagli protein kinazlardir (CDPK). MAPK’lar asamali bir
aktivasyon gosterir ve osmotik stresin sinyal iletimini baslattig1 zar proteinlerinde
yapisal degisimleri indiikler (Dajic, 2006). Tuz stresiyle birlikte olusan AOT’ler
MAPK’larin aktiflestirilmesinde rol oynar (Apel ve Hirt, 2004). MAP Kkinaz,
MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPKKK (MAP kinaz kinaz kinaz) molekiillerinin
aktivasyonunda terminal enzim olarak gorevlidir (Cobb ve Schaefer, 1996).
MAPKKK c¢ift islevli MAPKK’y1 aktiflestiri, MAPKK da bir serin-treonin kinaz
olarak bulunan MAPK’y1 aktiflestirir. MAP Kkinazlar, transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonunu ve aktivasyonunu regiile etmekle gorevlidir. Bunun yaninda streste
etkili olabilecek genlerin ekspresyonunu da artirmaktadir (Stone ve Walker, 1995).
CDPK ise tuz stresinin etkisiyle hiicre igindeki Ca*? miktarimin artmasi sonucu

indiiklenerek bazi tasiyici proteinlerin diizenlenmesinde islev gosterir (Dajic, 2006).

Transkripsiyon faktorleri (TF) birgok farkli genin promotor bolgesinde bulunan cis
elementlerle iliski kurar ve genlerin ekspresyonunu diizenlemekle gorevlidir
(Agarwal ve ark., 2007). Tuz stresine cevap olarak ilk asamada transkripsiyon
faktorlerini kodlayan genlerin ekspresyon derecesi ve bu faktorlerin sentez hizi artar.
Transkripsiyon faktorleri de stresin indiikledigi diger genlerin ekspresyonunu saglar

(Hasegawa ve ark., 2000).

2.8. Bitkilerin Tuz Toleranslarina gore Siiflandirilmasi

Dogada bulunan bitkilerin bir kism1 tuzluluga kars1 daha duyarl iken, bir kism1 daha
direnclidir. Tuz toleranslarina gore bitkiler genel olarak, “halofitik” ve “glikofitik”
bitkiler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Halofitler, Salicornia herbacea,

Atriplex vericaria ve Suaeda maritima gibi tuzlu ortamlarda yasamaya adaptasyon
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gosterebilen tiirlerdir. Halofit bitkiler, yapraklarinda biriken tuzlar1 topraktaki diisiik
ozmotik potansiyeli dengelemek icin kullanir. Tuzun sitoplazma ve organellerde
diisiik oranlarda tutulmasi sayesinde metabolizma ve enzim aktivitesinin zarar
gormesi engellenir (Lauchli, 1986). Glikofitler ise; misir, sogan, turunggiller, marul,
fasulye ve ceviz gibi yiikksek tuz yogunluklarindan etkilenen ve zarar goren
bitkilerdir. Glikofitlerin birgogu tarimsal 6neme sahip olan bitkilerdir ve bu bitkilerin
tuzu dislayict stratejik ozellikleri bulunmaktadir (Giines ve ark., 2002). Fakat
glikofitlerin bu 6zelligi olduk¢a smirli oldugu igin tuzlu ortamlarda direng
gosteremezler (Greenway ve Munns, 1980). Glikofitler 200 mM’nin altindaki tuz
yogunluklarinda zarar goriirken, halofitler 300 mM’den daha yiiksek tuz
yogunluklarinda yasam dongiilerini tamamlayabilir (Zhu, 2007). Munss ve Termaat
(1986) glikofitlerin tuz konsantrasyonlarina duyarli olusunu evrimsel siire¢ boyunca
diisiik tuz yogunluklarina sahip olan alanlarda biiylimesine baglamaktadir. Bu iki
grubun disinda 200 mM’lik tuz yogunlugunda biiyiimeye devam edebilen tiirler de
vardir. Bu aralikta yasamim siirdiirebilen bitkiler ise tuza toleransli bitkiler olarak

tanimlanmaktadir.

Glikofitler, tuz stresine maruz kaldiginda tuzun hiicrelere girisini kisitlamalarinin
yan1 sira; prolin, glisin betain ve hsp gibi efektor molekiillerin senteziyle osmotik
dengelerini  diizenlemektedir (Greenway ve Munns, 1980). Halofitler ise
sitoplazmalarinda  bulunan  tuz  iyonlarini,  vakuollerinde  depolayarak
sitoplazmalarindaki tuz dengesini saglar (Glenn ve ark., 1999). Halofitlerde ve
glikofitlerde gergeklesen bu osmotik regiilasyonlar; sitoplazmada ve organellerin
limen, matriks ve stroma bolgelerinde metabolitlerin biriktirilmesiyle meydana

gelmektedir (Glenn ve ark., 1999).

Tuz stresine toleransli ve hassas bitkilerde, yapraklardaki tuz stresinin toksik bir etki
yaratmasi tuzun Konsantrasyonuna ve bitkinin tiirline goére haftalarca bazen de
aylarca siirmektedir. Bununla ilgili tuz stresinin ozmotik ve iyon etkisinden
kaynaklanan ‘‘iki fazli etki modeli’’ Sekil 2.8.’de gésterilmistir (Munns ve ark.,
1995).



51

tuz ilavesi

faz 1 faz 2
(osmotik etki) (iyona 6zgu etki)

blyime hizi

mm mm mm omm sm omw mm s s s s mm toleransh bitki

& duyarl bitki

'y

zaman (guin, hafta)

v

Sekil 2.8. Tuz stresi altindaki bitkilerde iki fazli etki modeli (Munns, 1995)

Buna gore faz 1°de (osmotik faz) tuz stresine hassas ve toleranshi bitkilerdeki
biiylime hiz1, tuzun sebep oldugu osmotik etkiyle azalmaktadir. Osmotik faz, kokiin
etrafinda bulunan tuz yogunlugunun bitkinin topraktan su alinimini giiglestirecek
esik seviyeye eristikten sonra baslamaktadir ve bitki gdvdesinin biiylime hiz1 biiyiik
bir oranda yavaslamaktadir. Bitki bu durumda stomalarini kapatarak strese karst ilk
tepkisini verir. Bu tepki atmosfer ve yaprak hiicreleri arasindaki su potansiyeli farki
ve karbon fiksasyonunun siirdiiriilmesine duyulan ihtiyagtan dolay1 uzun zamanli bir

tolerans olarak kabul gormektedir (Hasegawa ve ark., 2000).

Faz 2 (iyona 6zgii etki) evresinde sodyum iyonlar: transpirasyon akimi ile yapraklara
iletilir (Munns, 2002). Sodyum iyonlarinin yapraklarda birikimi, biiylimesi durmus
ve hiicre i¢indeki tuz yogunlugunu azaltacak yetenegini yitirmis yash yapraklarda
toksik bir etki yaratmaktadir. Tuz stresine maruz kalmis bir bitkinin yash
yapraklarmin 6liim orani, yeni yapraklarin olusma oranindan fazlaysa biiyiime hiz1
yavaglamaktadir. Bu durum fotosentetik aktivitenin geng¢ yapraklarin karbohidrat

gereksinimini karsilayamamasiyla agiklanmaktadir (Munns ve Tester, 2008).
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2.9. Bor

Periyodik tablonun 3A grubunda yer alan bor elementi, metaller ve ametaller
arasindaki ge¢is Ozelliklerini tasidigindan bir metaloid olarak kabul goriir (Noble ve
ark., 1997; Tarik ve Mott, 2007). Diinya ¢apinda stratejik bir 6neme sahip olan bor,
tilkemizin sahip oldugu Onemli yeralti zenginliklerindendir ve kullanim alanlari
oldukca cesitlidir. Bor; tarim, temizlik, metalurji, seramik, ahsap koruma, cam,
yalitim, tekstil tipi fiberglass, saglik, enerji, niikleer uygulamalar, otomobil sektorii,
nanoteknoloji, flize ve ucgus yakitt olarak, kat1 ve hiicre yakitlarinda katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Bor ayn1 zamanda fiber optik, kozmetik, kaucuk ve plastik
sanayisi, fotografcilik, havai fisek, patlayici maddeler, petrol boyalari, kompozit
malzemeler, mumyalama, manyetik cihazlar gibi alanlarda da kullanilmaktadir.
Diinyada ham madde kaynaklarinin hizla tilkenmesi ve saniyinin ¢esitli kollarinda
yararlanilmasi nedeniyle borun, giinden giline stratejik ve ekonomik Onemi
artmaktadir. Diinyadaki en Onemli ticari bor rezervlerinin %73l iilkemizde
bulunmaktadir. Diinyadaki en yiiksek bor rezervine sahip olan iilkemizi %7,7 ile
Rusya, toplamda %6,2 ile Gliney Amerika ve Amerika Birlesik Devletleri, %2,8 ile
Cin ve %3,2 ile Sili takip etmektedir. Bor rezervlerinin diinyadaki dagilimi grafikte

gosterilmektedir (www.etimaden.gov.tr) (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. Bor rezervlerinin diinyadaki dagilimi (www.etimaden.gov.tr).
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Mikro besin elementlerinden birisi olan Bor bitkilerin gelisimlerini tamamlamalari ve
iyi triin verebilmeleri i¢in gereklidir (Warington, 1923). Borun bitkilerde bir¢ok
islevi oldugu diistiniilmektedir. Bunlar; karbohidratlarin tasinimi, hiicredeki fenolik
madde diizeyinin kontrolii, kok gelisimi, niikleik asit metabolizmasi i¢in sinyal
olusturma, pektin ve lignin bilesiklerinin sentezi ve bunlarla kompleks bir yap1
olusturarak hiicre c¢eperinin tesekkiiliiniin saglanmasi, membran islevlerinin
korunmasi ve enzim aktivasyonudur (Lukaszewski ve Blevins, 1996; Rerkasem ve
Jamjod, 1997). Bunlarin yaninda bor; polen tiiplerinin bilyiimesinde, polenlerin
gelisim ve ¢imlenme evrelerinde, gamet olusumunda da fonksiyon gdstermektedir.
Borun bitkideki islevleri kiyaslandiginda; generatif gelisme doneminde vejetatif
gelisme donemine gore daha aktif rol oynadigi goriilmektedir (Marscher, 1995;
Rerkasem ve Jamjod, 1997). Gezgin ve ark. (2005) ise borun; azot
metabolizmasinda, hormonlarin taginiminda, meyve olgunlagsmasinda, oksin
metabolizmasinda, hiicre boliinmesinde, osmotik iliskilerde, solunumda, niikleik asit
sentezinde ve biiyiikk olasilikla fosfat kullaniminda bitkilerde rol oynadigini

belirtmislerdir.

Bitkilerin gereksinim duyduklari bor miktar1 oldukca diisiik bir seviyededir (Taban
ve Erdal, 1999). Bitkiler i¢in diisiik miktarlarda gerekli bir mikro besin elementi olan
borun bitkilerde noksanlik belirtilerine neden olan miktari ile toksisiteye neden olan
miktar1 arasinda az bir fark bulunmaktadir (Keren ve Bingham, 1985; Marschner,
1995; Goldberg, 1997; Chapman ve ark., 1997). Bu sebepten bu minerale karsi
verilen cevaplar bakimindan bitkilerin hem tiirler hem de genotipler arasinda genis
bir genetik varyasyon gosterdigi rapor edilmistir ve bununla birlikte yine bu sebepten
toprak soliisyonunda gerekli bor seviyesini korumak oldukg¢a zordur ve yakindan
takip edilmesi gerekmektedir (Goldberg, 1997; Halloran ve Kasim, 2002). Bor
noksanlig1 bitkilerde biiyiime, verim ve kalitede azalmaya sebep olurken fazlalig ise
toksisiteye yol agmaktadir (Kalayci ve ark., 1998). Bor eksikligi bitkilerde; kok
uzamasi, indol asetik asit (IAA) oksidaz aktivitesi, niikleik asit sentezi, karbohidrat
metabolizmasi, polen tiipii gelisimi ve seker tasiiminda olumsuz etkilere sebep

olmaktadir (Blevins ve Lukaszewski, 1998; Goldbach ve Wimmer, 2007). Bor
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toksisitesinde meydana gelen degisiklikler ise; kok hiicrelerinin bdliinmesinde,
yaprak klorofil miktarinda, fotosentetik aktivitede, lignin ve siiberin niceliginde
azalmadir (Nable ve ark., 1997; Reid, 2007).

Bitkilerin bor alinimi ve farkli organlara dagilimi bitkinin su alim1 ve ksilemdeki
etkinligi ile baglantilidir. Bor tagimimi ayni zamanda bitkilerde tiirden tiire gore
degisiklik gostermektedir (Marschner, 1976). Bu olay borun ana tasiniminin
ksilemdeki taginim etkinligiyle baglantili oldugunu gostermektedir. Bitkilerde bor
birikiminin yaprak uglar1 ve kenarlarinda olmasi, bor tasmiminin daha cok
transpirasyona bagli olmasiyla aciklanir. Borun yapraklarda birikim gostermesi
toksisite yaratabilmektedir. Bitkiler bu toksisiteden korunmak amaciyla gutasyon
mekanizmasini gelistirmistir (Taban ve Erdal, 1999). Bitkiler boru topraktan dolayl
bir sekilde absorbe eder, ancak toprak soliisyonundaki bor aktivitesine bitkiler direkt
olarak tepki verir. Toprak soliisyonundan boru absorbe eden yiizeyler aliiminyum ve
demir oksitleri, magnezyum hidroksit, kil mineralleri, kalsiyum karbonat ve organik
maddelerdir (Goldberg, 1997). Bitkiler bor mineralini, toprakta bulunan formu olan
borik asit (H3BO3) seklinde pasif absorbsiyon yoluyla alirken (Hu ve Brown, 1997),
ayn1 zamanda aktif olarak borat iyonlart B(OH), seklinde de absorbe edebilmektedir
(Kagar, 2010). Bitkilerde borik asidin taginimi ti¢ farkli yolla gerceklesmektedir. Bu
yollar; hiicre zarindan gergeklesen pasif tasima, tasiyici kanal proteinleri (NIP) ve

bor tasiyicilari araciligiyla gergeklesen aktif tagimadir (Tanaka ve Fujiwara, 2008).

Bitkilerin topraktan bor alinimi bazi etmenlere gore degisiklik gostermektedir. Bu
etmenler; topragin bitkiye yarayish bor igerigi, topragin pH degeri, katyon degisim
kapasitesi ve topraktaki minerallerin kapsamidir (Goldberg, 1997; Keren ve ark.,
1985). Toprak pH diizeyinin artist bitkilerde bor alinimimi azaltmaktadir (Giines ve
ark., 2003; Kizilgéz ve Ozberk, 2005). Topraktan alinan borun %68’i yapraklarda,
%16°s1 koklerde, %6’°s1 govdelerde ve %10°u meyvelerde bulunmaktadir (Subedi ve
ark., 1999). Bitkilerde borun tasinimi Sekil 2.10.°da gosterilmistir (Tanaka ve
Fujiwara,2007).
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Sekil 2.10. Bitkilerde borun taginimi (Tanaka ve Fujiwara, 2007’ den modifiye edilerek alinmustir).

Cok yagmur alan topraklarda, yikanan zeminde bor noksanligi gozlenerek bitkileri
olumsuz yonde etkilemektedir (Yan ve ark., 2006). Toprakta bulunan toplam bor
miktarmin %78,75’i rezerv bordan meydana gelmektedir. Deniz c¢okeltileri ve
bunlarin bulundugu killi bolgelerde topraklar genellikle bor ihtiva etmektedir
(Cartwright ve ark., 1986). Bitki koklerinde meydana gelen bor aliniminin %3’
katyon degisim kapasitesi, %32’si diflizyon ve %65°1 de kitle akimi ile gergeklesir
(Bergman, 1992).

Bor oksijenle etkilesime meyilli oldugundan, diinya iizerinde borun oksijen
bilesikleri, sodyum ve kalsiyum boratlar seklinde bolca bulunur. En fazla rastlanan

bor bilesigi (H3BO3) borik asittir (Adriano, 1986).
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2.10. Bor ve Tuzluluk ile Tlgili Arastirmalar

Farkli bugday genotipleri kullanilarak yapilan bir calismada bor toksisitesine karsi
direncli olan bugday cesitleri, 150 mg B kg* uygulanan bir toprakta
yetistirildiklerinde verimde 6nemli diislis yasamadan gelismis, duyarl ¢esitler ise 25
mg B kg™ uygulamasinda kuru madde ve tane veriminde olduk¢a énemli oranda bir
azalma gostermistir (Paull ve ark., 1988). Bitki tlirleri ve aym tiirin genotipleri
arasinda bor ihtiyaci farkliliklar gdsterir ve buna bagli olarak bora duyarlilik tiirler
arasinda gorecelidir (Romheld veMarshner, 1991). Fakat dikotiledon bitkiler bor
miktar1 ve ihtiyact bakimindan monokotiledon bitkilere gore daha fazladir (Martens

ve Westermann, 1991).

Taban ve Erdal (2000), sera kosullarinda 4 ekmeklik (Triticum aestivum L. cv:
Bobal-2973, Bezostaja, Kirag, Gerek-79) ve makarnalik (Triticum durum L. cv:
Cakmak-79 ve Kiziltan-91) bugday cesitleri ile yaptiklar1 ¢alismada, topraklara bor
0,1 ve 10 mg B kg™ borik asit seklinde uygulamuslardir. Makarnalik bugdaylarin
ekmeklik bugdaylara gore bordan daha fazla etkilendigini ve bor uygulamasinin
Bolal-2973 ve Gerek-79 ¢esitlerinde kuru agirlik artisina, Cakmak-79 ve Kiziltan-91
cesitlerinde ise kuru agirlik azalisina sebep oldugunu rapor etmislerdir. Ayni
denemede bor uygulamasi yapildiginda ve uygulanmadiginda, bugday genotiplerinin
tiimiinde en fazla bor’u yaprak ucunda tespit etmislerdir. Sade ve ark. (2003), diisiik
seviyede B igeren alanda (0.19 mg B kg'l) farkli B dozlarinin (0, 0,1, 0,3 ve 0,9 kg B
da'l) makarnalik ve ekmeklik bugday ile arpa ¢esitlerinin tane verimi {izerine
etkilerini arastirmiglardir. Tarla kosullarinda gerceklestirilen ¢alismada; 6 makarnalik
bugday (Kiziltan-91, C-1252, Selguklu-97, Kunduru-1149, Yilmaz-98 ve Cakmak-
79), 6 ekmeklik bugday (Giin-91, Kinaci-97, Goksu-99, Tiirkmen, Bezostaja ve
Sultan-95) ve 6 arpa (Tokak 157/37, Karatay-94, Kral-97, Biilbiil-89, Tarm-92 ve
Hamidiye-85) ¢esidine topraktan farkli dozlarda bor (H3BO3) uygulanmigtir. Farkli
seviyelerdeki bor uygulamalarinin tane verimi iizerine etkisi makarnalik ve ekmeklik
bugdaylarda 6nemli olurken, arpa c¢esitlerinde ise 6nemsiz bulunmustur. Dari’da B
konsantrasyonundaki artis tuzsuz sartlarla kiyaslandiginda tuzlu sartlardan daha

diisiik oldugu tespit edilmistir. Bunun aksine; misir da B konsantrasyonundaki artis
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tuzlu sartlarda daha yiiksek bulunmustur. Her iki bitki tiiriinde de tuzlu sartlarda Na*
ve CI” konsantrasyonlar1 artmis ve K* konsantrasyonu azalmistir. Tuzlu sartlarda bor
uygulamasinin K* konsantrasyonunu azalttign goriilmiistiir. Arastirma sonucunda
yurdumuzda bor fazlaligi gibi noksanligimin da tahillarda 6nemli oranda verim
kaybina neden olabilecegi rapor edilmistir. Farklt bor uygulamalarina kars
genotiplerin ve g¢esitlerin tepkileri birbirinden ¢ok farkli oldugundan, ekilecek
cesitlerin tespitinde bolge topraklarinin B miktarlarina dikkat edilmesi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Sar1 (2009), kontrollii sera sartlarinda farkli seviyelerde bor (0, 1, 2,5, 5, 10 mg kg'l),
ve tuz uygulamalariin (0-200, 200-400, 400-600, >600 pS/cm) bugdayin biyolojik
verim degeri, kuru madde miktari, B konsantrasyonu ve igerigi ile Ca, Mg, K, Na
konsantrasyonu ve K/Na oranlar1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla yaptigi
caligmasinda bugday bitkisinin biyolojik verim degeri, kuru madde miktari, bor
konsantrasyonu ve igerigi ile Ca, Mg, K, Na konsantrasyonu ve K/Na oranlar
lizerine bor ve tuz uygulamalar ile etkilesimlerinin etkisi istatistiki olarak onemli
(P<0,01) bulunmustur. Bitkiye uygulanan bor dozu miktar1 arttik¢a bor
konsantrasyonu ve igerigi ile, K konsantrasyonunun ve K/Na oranlarinin arttig1, Ca,
Mg ve Na konsantrasyonlarinin ise azaldigi, uygulanan tuz seviyelerinin artisi ile
birlikte bitki bor konsantrasyonu ile K konsantrasyonu ve K/Na oranlar1 azalirken,

Ca ve Na konsantrasyonlarinin arttig1 belirlenmistir.

2.11. Klorofil A Floresans Teknigi

Bitkisel verimlilikle dogru orantili olan fotosentez olay1 hemen hemen biitiin gevresel
stres faktorlerinden etkilenmektedir. Bu sebepten stres fizyolojisiyle ilgili
caligmalarda fotosentetik aktivitede meydana gelen degisimlerin incelenmesi
belirleyici rol oynamaktadir. Giintimiizde fotosentez hizinin 6lgiilmesine yonelik
olarak bir¢cok yontem gelistirilmistir. Son zamanlarda fotosentezin Ol¢limiinde
kullanilan en yeni ve hassas yontem klorofil a floresansi teknigidir (Maxwell ve
Johnson, 2000; Hunt, 2003; Baker ve Rosenqvist, 2004). Klorofil floresans teknigi

basit bir prensibe dayanir. Klorofil molekiilleri tarafindan absorblanan 151k
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enerjisinin izleyebilecegi ti¢ yol bulunmaktadir. Klorofil tarafindan emilen 11k
enerjisi ya elektron taginim tepkimelerinin gergeklesmesi i¢in harcanir ya ortama 1s1
olarak ya da 1s1k olarak geri gonderilir. Klorofil a molekiilleri tarafindan absorblanan
15181n ortama daha uzun dalga boylu 1s1k olarak geri gonderilmesi olayina “klorofil a
floresans1” adi1 verilir. Bu ii¢ olay birbirleriyle siirekli yaris halindedir, herhangi
birinin aktivitesindeki artig, diger ikisinin aktivitesinde azalisa neden olur. Bu
nedenle klorofil floresans: 6l¢timleri hem fotokimyasal aktivite hem de ortama 1s1
olarak geri verilen enerji miktar1 ile ilgili bilgiler de saglamaktadir (Maxwell ve
Johnson, 2000).

Klorofil molekiiliiniin absorbe ettigi 151k enerjisinin %90’mndan fazlasi fotokimyasal
olaylar icin harcanirken, sadece %1-2’lik miktar1 floresans olarak ortama
gonderilmektedir (Bjorkman ve Demming, 1987). Floresans olarak gonderilen 1518in
dalga boyu, absorblanan 1s181n dalga boyundan daha uzundur. Bu durum yapragn,
dalga boyu bilinen bir 1518a maruz birakilmasi1 ve daha sonra yaprak tarafindan
ortama gonderilen 15181in dalga boyunun oSlgiilmesiyle belirlenebilir (Maxwell and
Johnson, 2000).

2.11.1. Klorofil-A floresans indiiksiyon Kinetikleri

Giintimiizde hassas bir teknik olan klorofil-a floresans teknigi yardimiyla, cesitli
cevresel stres faktorlerinin fotosentez {izerinde neden oldugu degisiklikler
incelenmektedir (Kalaji ve ark., 2011). Bu teknikteki en dnemli nokta fotosentetik
elektron tasinim sisteminin elemenlarindan birisi olan kinon A (Qa)’nin oksidasyon-
rediiksiyon durumudur. Qa’nin oksitlenmis durumda olmas: floresans degerini
azaltirken, indirgenmis durumda olmasi floresans degerini artirmaktadir. Sonug
olarak klorofil floresans verimi Qa’nin  net konsantrasyonuna bakilarak
belirlenmektedir (Govindjee, 2004).

Klorofil-a floresans verimini 6lgmek i¢in baslangigta yapraklara 6zel klipsler takilir
ve 45-60 dakika karanlik adaptasyonu uygulanir. Bu sayede elektron tasinim

reaksiyonlart durdurularak sistemin biitiin bilesenleri okside hale gegirilir. Bir
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sonraki agsamada yaprak laminasinin iist yiizeyine Yyiiksek yogunlukta 151k uygulamasi
ile floresans ‘O’ noktasindan ‘‘J’’ noktasina gelir. (Fo. minimum floresans). Kisa
siirede meydana gelen bu artig, Qa‘nin PSII tarafindan indirgenmesiyle olusur. Daha
sonra sinyaller, plastokinon havuzunun tamamen indirgenmesi yiiziinden yaklasik 30
ms iginde ‘I’ noktasina ulasir. En son asamada floresans sinyalleri hemen hemen
300 ms i¢inde, PSI’in akseptor bolgesi tamamen indirgendigi i¢in ‘P’ noktasina
ulasir. (Fp. maksimum floresans). ‘O’’ bélgesinde tiim Qa molekiilleri okside
durumdadir, yani reaksiyon merkezleri agiktir ve birincil fotokimyasal olaylar
hizlidir. ““P*’ bolgesinde Qa molekiilleri indirgenmistir ve reaksiyon merkezleri agik
degildir. Floresans sinyalleri ile zamanin logaritmik degerleri arasindaki etkilesimi
gosteren grafige ““‘OJIP egrisi’” denir (Govindjee, 2004). Bu egrinin sekli klorofil a

iceren tiim fotosistemler i¢in benzerdir (Sekil 2.11.).

/

Zaman (ms)

Sekil 2.11. OJIP egrisi ve dnemli zaman noktalart.

OJIP egrisinin belirli noktalarindaki klorofil-a floresansi sinyalleri kullanilarak ““JIP
testi’” gelistirilmigtir. Bitki stres fizyolojisi alaninda yararlanilan JIP testi;
fotosentetik aygitin digsal faktorlerde meydana gelen farkliliklara verdigi tepkilerin
arastirtlmasi i¢in kullanilmaktadir (Yusuf ve ark., 2010). JIP testi sayesinde PSII
aktivitesi, floresans sinyalleri ve bunlarin arasindaki iligkilerin analitik incelemesi
saglanir (Bussotti ve ark., 2007). JIP testi PSII iginde meydana gelen enerji akislar

arasindaki dengeyi belirten basit islemlerle gergeklestirilir. JIP testi ile elde edilen ve
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bitki stres fizyolojisi alaninda kullanilan bazi 6nemli parametreler Tablo 2.3.” de

verilmistir (Kalaji, 2011).

Tablo 2.3. JIP testinden elde edilen bazi parametreler ve tanimlar1 (Kalaji, 2011).

Floresans parametresi

Tanim

Fu/Fm

Fo/Fs
ABS/RC
ET,/RC
TR,/RC

DI,/RC

RC/ABS
Alan

tFm

AVIAL,

kn

ke

Plags
SFlags
SumK

Herhangi bir zaman noktasindaki gergek floresans

Karanlik adaptasyonu saglanmis Srnekte tiim FS II reaksiyon merkezlerinin agik
oldugu andaki minimum floresans (t=0 noktasinda)

OJIP egrisinin “J” noktasindaki floresans (t=3 ms)

OJIP egrisinin “I” noktasindaki floresans (t=30 ms)

Karanlik adaptasyonu saglanmig 6rnekte tiim FS II reaksiyon merkezlerinin kapali
oldugu andaki maksimum floresans

Fotokimyasal olmayan tiim prosesler minimum seviyede iken maksimum degisken
floresans

FS II' nin 151k toplayicti anten molekiilleri tarafindan kimyasal enerjiye
doniistiiriilmek {izere absorblanan 1s18in maksimum verimi yani FS II’ nin
maksimum kuantum etkinligi

FS II’ nin donor bdlgesinde fonksiyonel olan fotoliz olaymnin etkinligi

Reaksiyon merkezi basina FS II” nin ortalama anten boyutu

FS II’ de reaksiyon merkezi basma Qa’ dan sonraki basamaklardaki maksimum
elektron tagmimi (t=0 noktasinda)

FS II’ de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Q,’ nin indirgenmesini saglayan
maksimum enerji (t=0 noktasinda)

FS II’ de reaksiyon merkezi basma fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen
dissipasyon enerjisi (t=0 noktasinda)

FS II’ deki anten klorofilleri bagina aktif reaksiyon merkezi miktar:

OJIP egrisinin tizerinde kalan, F, ile F; arasinda bulunan ve indirgenmis
plastokinon (PQ) havuzunun boyutunu ifade eden bolge (sekil 2.7 deki mavi tarali
alan)

Fm’ ye ulagilmasi igin gereken zaman

Kapal1 reaksiyon merkezlerinin birikim hizi

OJIP egrisinin “J” noktasindaki degisken floresans (t=3 ms noktasinda)

Uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal olmayan reaksiyonlar igin de-eksitasyon
katsayisi

Uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon katsayisi

Fm’ ye ulagilincaya kadar gegen siirede Q’ nin indirgenme sayisi

Performans indeksi

FS II’ nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii

Fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan hiz sabitlerinin toplami (ky+kp)
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Tablo 2.1. (Devam)

¥, Yakalanan bir eksitonun bir elektronu QA dan elektron taginim sistemine hareket

ettirme etkinligi

doo Termal dissipasyonun kuantum verimi

deo Qa’ dan PQ’ ya elektron taginimimnin kuantum verimi

¢/(1-9) Fotokimyasal (aydinlik) reaksiyonlarin performans gostergesi

Yo/(1-P) Isiga bagimli olmayan (karanlik) reaksiyonlarin performans gostergesi

Oro PQ’ dan FS I’ in son elektron akseptdriine elektron taginiminin kuantum verimi

Aro Elektronlarin sistemler arasi elektron tasiyicilarindan FS I’ in akseptor bolgesine

taginim hizi

2.12. Bugday

Glikofit bitkiler grubuna giren bugday (Triticum sp. L.) Poaceae familyasina ait
olup Triticum cinsinden bir bitkidir. Karbohidrat kaynagi olan bugday; un haline
getirilerek ekmek ve yufka gibi yiyeceklerin iiretiminde kullanilirken hububat
(bulgur), makarna, irmik ve biskiivi gibi gidalar olarak da hayatimizda yer
almaktadir. Ayni1 zamanda yem sektdriinde ham madde olarak hayvanlar tarafindan
tiiketilir ve besin maddesi olarak tiiketiminin diginda yenilenebilir enerji kavramiyla
bioetanol yapiminda kullanilir. Bugdaylar kullanim alanma gore li¢ sinifa ayrilir.

Bunlar; Triticum aestivum (ekmeklik bugday), Triticum durum (makarnalik bugday)

ve Triticum compactum (topbas veya biskiivilik bugday)’dir (TMO, 2018) (Sekil
2.12.).

Sekil 2.12. Botanik yapisina gore bugday ¢esitleri
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Bugdaylar ayn1 zamanda sertlik, tane rengi ve ekilis durumuna gore de kategorilere
ayrilmaktadir. Tane sertligine gore bugdaylar; sert bugday, yar1 sert bugday ve
yumusak bugday olarak siniflandirilmaktadir. Tane rengine gore bugdaylar kirmizi
bugday ve beyaz bugday olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Son olarak ekilislerine gore
bugdaylar ise yazlik ve kislik bugday olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Bugday
tanesi kabuk (perikarp), embriyo ve endosperm olmak iizere {i¢ bdliimden
olugmaktadir. Bugday tanesinin %85’lik kismini endosperm olusturur ve bu kisim un
tretiminde kullanilir. Kabuk kismindan kepek {iretilir ve genellikle yem olarak
kullanilir. Embriyo ise gida olarak tiiketilmekte ve ayni zamanda bugday yag:
tiretiminde de kullanilmaktadir. Bugday tanesinin bilesimi farkli genotiplere ve
cevreye gore degisiklik gosterse de ortalama %12 su, %70 karbohidrat, %12 protein,
%?2 yag, %2,2 seliiloz ve %1,8 kiil ihtiva etmektedir (TMO, 2018) (Sekil 2.13.).

Bugday Tanesinin Bilesimi (ortalama)

B Karbonhidrat
m Su

Protein

Yag

Seliiloz

| KUl

Sekil 2.13. Bugday tanesinin bilesimi (TMO, 2018).

Bugday, ekmegin en 6nemli ham maddesi oldugundan diinyadaki insan niifusunun en
sik tiikettigi besinlerden biridir. Bugdayin igerik bakimindan besleyici olusu,
adaptasyon yeteneginin fazlalig, tiretiminin kolay olusu, tasima, depolama ve isleme

kolayligi gibi avantajlari oldugundan diinya niifusunun en c¢ok tercih ettigi
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besinlerden biridir ve diinyadaki insan populasyonunun yaklasik %35’inin ana besin
maddesini olusturur. Bugday tanesinin igeriginde karbonhidratlar, proteinler ve
yaglar oldugu gibi beslenme i¢in gerekli vitaminler de bulunmaktadir (Kiin, 1983;
Shewry 2009).

Bugday yetistiriciligi yurdumuzun tiim bolgelerinde yapilabilmektedir. Bugday ekim
alan1 ve veriminde Tiirkiye, diinyanin en 0n siralarinda yer alan {ireticilerden biridir.
Global anlamda ekonomik degeri bakimindan onemli bir bitki olan bugdayin
olumsuz cevresel sartlara karsi direncinin artirilmasit gelecekte insanlik igin biiytik
bir 6nem arz etmektedir. Ulkemizde tarim yapilabilir 6zellikte 23,4 milyon hektar
alan bulunmaktadir. Tarim alanlarimizin nadas alanlar1 hari¢ %66,4’1 (15,5 milyon
hektar) tarla ziraatina ayrilmistir. Bu alanin da yaklasik %71’inde (11,1 milyon
hektar) tahil ekilmektedir. Toplam tahil ekim alanlar icerisinde %69’luk pay ile ilk
sirada bugday yer almaktadir. Bugday1 %22’lik pay ile arpa, %6’lik pay ile musir,
%1’lik pay ile celtik takip etmektedir (Sekil 2.14.). Yulaf ve cavdar iiretimimiz
yeterli diizeyde olup alan olarak %1 lere karsilik gelen payr uzun yillardir ayni

seviyeyi korumaktadir (TUIK, 2018).

H Bugday
Arpa

m Misir
Celtik

m Yulaf

® Cavdar

Sekil 2.14. Ulkemizde toplam tahil ekim alanlar1 (TUIK, 2018).
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1930 yilinda 2,809,300 hektar ekim alaninda 25,86377 ton iiretim ve 921 kg/hektar
verim elde edilmisken, 2000 yilinda 9,400,000 hektar ekim alaninda 21 milyon ton
iretim ve 2,234 kg/ hektar bugday verimi elde edilmistir (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. 1930-2000 yillar1 arasinda Tiirkiye’ deki bugday ekim alan, iiretimi ve verimi (TUIK, 2018).

Yillar Ekim alan1 (hektar) Uretim (ton) Verim (kg/ hektar)
1930 2,809,300 2,586377 921

1940 4,381,420 4,067950 928

1950 4,477,191 3,871926 865

1960 7,700,000 8,450000 1097

1970 8,600,000 10,000000 1163

1980 9,020,000 16,500000 1829

1990 9,450,000 20,000000 2116

2000 9,400,000 21,000000 2234

Son 10 yilin bugday ekim alanlar1 7,5-8,1 milyon hektar arasinda, tiretim miktar1 ise
17,8-22,6 milyon ton arasinda degismektedir. 2017 yili bugday {iiretimimiz ise 21,5
milyon ton olarak ger¢eklesmistir. (Tablo 2.4.).

Tablo 2.5. 2008-2018 yillar1 Tiirkiye’ deki bugday ekim alanu, iiretimi ve verimi (TUIK, 2018).

Yillar Ekim alan1 (hektar) Uretim (ton) Verim (kg/hektar)
2008 8,090,000 17,782000 2345
2009 8,100,000 20,600000 2566
2010 8,103,400 19,674000 2440
2011 8,096,000 21,800000 2704
2012 7,529,639 20,100000 2672
2013 7,726,000 22,050000 2845
2014 7,919,208 19,000000 2429
2015 7,866,887 22,600000 2872
2016 7,671,945 20,600000 2710
2017 7,668,879 21,500000 2800

2018 7,600,000 19,500000 2570
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2016 yilinda bugday ekilisi 7,671,945 hektar, iiretim 20,6 milyon ton verim ise 2710
kg/hektar iken, 2017 yilinda bugday ekilisi 7,668,879 hektar, tiretim 21,5 milyon ton
verim ise 2800 kg/hektar olarak ger¢eklesmistir (Tablo 2.5.). Tiirkiye’nin bugday
verimi yillar itibariyla yilikselme kaydetmis olmasina ragmen ortalama diinya
veriminin altindadir. Yiiksek kaliteli tohum kullanimi, bugday verimliligindeki en

onemli faktorlerden biridir.

Uluslararas1 Tarim Konseyi (International Grain Council-IGC)’nin yayinlamis
oldugu raporda bugday {tiretimi 2015-2016 yillar1 arasinda uluslararasi diizeyde 736
milyon ton olarak gergeklesmistir. 2016-2017 yillar1 arasinda 753 milyon ton ve
2017-2018 yillar1 arasinda 767 ton bugday iiretimi gergekleserek artig saglanmistir.
Uluslararas1 Hububat Konseyi 2018-2019 doénemine iliskin 27 Eyliil 2018 tarihli
raporunda; bugday {iretiminin 717 milyon ton olarak azalacagini ve 2018/2019
sezonu 25 Agustos 2019 sonunda ise 729 milyon ton olarak artacagini bildirmistir
(wwwe.igc.int). ABD Tarim Bakanligi Dis Tarim Servisi’nin (USDA FAS) Eyliil ay1
raporundaki veriler de IGC verileriyle benzer seviyelerdedir. USDA verilerine gore;
2015-2016 sezonunda 735 milyon ton olan bugday iiretimi, 2016-2017 sezonunda
artarak 753 milyon tona yiikselmistir. 2017-2018 sezonu i¢in USDA’nin tahmin

ettigi miktar ise 744 milyon ton olarak ongoriilmistiir (www.fas.usda.gov).

USDA FAS verilerine gore, 2015/16 yillar1 arasinda diinya bugday iiretiminde ilk
sirada 160 milyon tonla Avrupa Birligi tilkeleri yer almaktadir. Avrupa Birligi
ilkelerinin bugday iiretiminin 2016/17 yillar1 arasinda azaldigi ve 145,4 milyon ton
seviyelerinde gerceklestigi tahmin edilmektedir. Tek tilke olarak en biiyiik iiretici ise
Cin’dir. 2015/16 yillar1 arasinda, 130 milyon ton bugday lretimi gergeklestiren
Cin’in, 2016-2017 sezonunda 128,8 milyon ton iretim gerceklestirdigi
ongoriilmektedir. Cin’ den sonra 2016-2017 sezonunda 87 milyon tonla Hindistan
gelmektedir. Ayni sezonda Hindistan’1 72,5 milyon tonla Rusya, 62,8 milyon tonla
ABD, 33,5 milyon tonla Avustralya, 31,7 milyon tonla Kanada, 26,8 milyon tonla
Ukrayna ve 25,6 milyon tonla Pakistan izlemektedir (www.fas.usda.org).


http://www.fas.usda.gov/
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Bugday genotiplerinin verim potansiyelinin giiglii olmas1 ve yliksek yagis
kapasitesine sahip alanlarda ya da iyi sulanan alanlarda yetistirilmesi; bugdaydan

yiiksek verim elde edilmesini saglar (Cook ve Veseth, 1991).

Glintimiizde tilkemizdeki niifus artisiyla birlikte besin ihtiyaclar1 da dogru orantili
olarak artmaktadir. Bugday tarim1 yapilabilecek alanlarin sinirlanmasiyla, birim alan
veriminin saglanmasi daha gerekli hale gelmistir (Yiriir, 1998). Tarimsal alanlarda
bitki verimliligini etkileyen ve iirlin kalitesini siirlandiran faktorlerden tuzluluk,
fizyolojik kurakliga neden olarak bugdaydan yiiksek verim elde etmeyi
engellemektedir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, Sakarya Misir Arastirma Enstitiisii Midiirliigi’nden temin edilen

bugday (Triticum aestivum L.) bitkisine ait Momtchil ve Pamukova-97 genotipleri
kullanilmistir (Sekil 3.1.).

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan arac-gerecler

Calismada kullanilan baslica ekipmanlar, Radwag AS220/C/12 hassas terazi,
Centurion Scientific K3 Series sogutuculu santrifiij, DragonLab MS-H-Pro manyetik
karistirici, IsoLab vorteks, Hanna HI2211 pH metre, Niive sicak su banyosu, Elga saf
su cihazi, JEIOTECH etiiv, Shimadzu mini UV 1240 spektrofotometre, Klorofil a
florometresi (HandyPea) ve JSR-JSPC iklim dolabadir.
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3.3. Bitki Yetistirme Yontemi

Calismada yaklasik olarak ayni biiyiikliikte ve saglam olan tohumlar segilerek cam
petri kaplarinda bidistile su ile 1slatilmis kurutma kagitlari arasina yerlestirilmistir.
Petri kaplar1 24°C sicaklik ve %40-50 oransal neme sahip olan iklim dolabinda
¢imlenmeye birakilmigtir. Ug giin sonra her iki genotipe ait uniform fideler perlit ve
Y oraninda sulandirilmis Hoagland besin ¢ozeltisi igeren saksilara transfer edilerek
18/25°C sicaklik (gece/giindiiz), 16/8 saat fotoperiyot (giindiiz/gece), %50+5 oransal
nem ve 200 pmol foton m%s? 151k siddetine sahip iklim dolabimna yerlestirilmistir
(Sekil 3.2.). Ondokuz giinliik olan bitkiler 4 gruba ayrilmistir. Birinci grupta bulunan
kontrol bitkileri denemenin sonuna kadar . oraninda sulandirilmig Hoagland besin
cozeltisi ile sulanmus, ikinci gruptaki bitkilere 150 mM tuz (NaCl) ¢ozeltisi verilmis,
ticlincli gruptaki bitkilere yalnizca 30 uM bor (borik asit; H3BO3) yapraklara
puskiirtiilerek verilmis, dordiincii gruptaki bitkilere ise 150 mM tuz (NaCl)
¢Ozeltisinin yaninda yine 30 uM bor yapraklara puskiirtiillerek verilmistir. Tuz stresi
uygulamasi 4 giin siirdiiriilmiis ve bu siire i¢inde {i¢iincii ve dordiincii grupta bulunan
bitkilerin yapraklarina bir defa daha bor piskiirtmesi (tuz uygulamasinin
baslamasindan iki giin sonra) yapilmustir (Sekil 3.3.). iki giin sonra bitkilerin
yapraklarinda klorofil a floresansi teknigi ile fotosentetik aktivite Ol¢lilmiis, bazi
fizyolojik biliylime parametreleri belirlenmis ve biyokimyasal analizlerde
kullanilacak olan yaprak &rnekleri analizlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan Hoagland besin ¢ozeltisinin igerigi Tablo 3.1.’de verilmistir.

Sekil 3.2. Bugday genotiplerine ait ¢imlenmis uniform fidelerin biiylime ortamina (perlit ve 2 oraninda
sulandirilmis Hoagland besin ¢ozeltisi) transfer edildikten sonraki goriiniimii.
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Sekil 3.3. Uygulama yapilmis bugday genotiplerine ait bitkiler (A) Momtchil, (B) Pamukova97.

3.4. Analizler

3.4.1.Oransal su miktarinin (OSM) belirlenmesi

Oransal su miktarinin belirlenmesi i¢in yapraklardan ¢ikarilan beser adet diskin taze
agirliklar1 (TA) tartildiktan sonra (R=0,5 cm) 10 mL bidistile su igeren kapakli
tiiplere konularak 24 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda yaprak disklerinin
turgorlu agirliklar1 (TuA) tartilmis ve diskler 80°C’ye ayarlanmig etiivde 3 giin
bekletilerek kuru agirliklar1 (KA) belirlenmistir. Yaprak dokularindaki oransal su
miktar1 asagidaki formiile gore (Denklem 3.1) hesaplanmigtir (Farrant, 2000).

[(TA-KA)

OSM(%) = (TuA—KA)]

x100 (3.1)

3.4.2. Fotosentetik pigment miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki klorofil a, Klorofil b, toplam klorofil (klo at+b) ve toplam
karotenoid (x+c) miktarlari Lichtenthaler (1987)’ye gore belirlenmistir.
Yapraklardan ¢ikarilan 0,5 cm capindaki 3 adet disk tartildiktan sonra, cam deney
tiiplerine alinarak iizerine 2 mL saf aseton ilave edilmis ve bir hafta buzdolabinda
(4°C) bekletilmistir. Bu siirenin sonunda elde edilen 6ziit 10,000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatantlarin absorbans degerleri 661,1, 644,8 ve 470 nm’de
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spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak

belirlenmistir.
Tablo 3.1. Hoagland besin ¢6zeltisi (Hoagland, 1920).

Bilesikler Stok ¢ozeltiler 2 Hoagland besin ¢ozeltisi
Ca(NOs),.4H,0 118,1gL"
MgS0,.7H,0 266 gL"
K,HPO,.3H,0 16,4gL" 50 mL
KNO; 504 gL’
Aly(SO,);.18H,0 0,105 g 25 mL’
Kl 0,0139 g25 mL"'
KBr 0,0139 g25 mL"
SnCl,.2H,0 0,0139 g 25 mL"
LiCl 0,0139 g 25 mL"
MnCl,.4H,0 0,1944 g 25 mL" 37,5 uL
H;BO; 0,3055 g 25 mL"
ZnS04.7H,0 0,0494 g 25 mL"!
CuS0,.5H,0 0,0277 g 25 mL™
NiSO,.7H,0 0,0297 g 25 mL™
Co(NO3),.H,0 0,0277 g 25 mL™!
FeS0,.7H,0 0,0834 g 100 mL™! 10 mL
C4HOg (tartarik asit) 0,0450 g 100 mL’

3.4.3. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek amaciyla malondialdehit
(MDA) miktar1 Ohkawa ve ark. (1979)’un metodu kullanilarak saptanmistir. Bitki
yapraklarindan alinan yaklasik 0,3 g 6rnek 6 mL %5’lik trikloroasetik asit (TCA) ile
havanda doviilerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda
numunelerin soguk tutulmasina dikkat edilmistir. Bu karisim 4°C’de 4,100 rpm’de
20 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatanttan 0,5 mL alinarak yeni tiiplere,

icinde %0,5 tiobarbiitrik asit (TBA) bulunan %20’lik TCA ¢o6zeltisinden 1 mL ve 0,1
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M 0,5 mL Tris tamponu (pH 7,6) eklenmis, daha sonra 95°C’de 60 dakika su
banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplerdeki reaksiyonlari
durdurmak i¢in tiipler buz banyosuna konulmustur. Spektrofotometrede 532 ve 600
nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Yaprak dokularindaki MDA miktar1

nmol g taze agirlik™ olarak hesaplanmustir.

3.4.4.Hidrojen peroksit (H,0;) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit (H,O2) miktari Ohkawa ve arkadaslar
(1979)’un metodu kullanilarak saptanmistir. Bitki yapraklarindan alinan yaklasik 0,3
g ornek 6 mL %S5 trikloroasetik asit (TCA) ile havanda doviilerek homojenize
edilmistir. Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda numunelerin soguk tutulmasina
dikkat edilmistir. Bu karisim 4°C’de 4,100 rpm’de 20 dakika santrifiijlendikten sonra
slipernatanttan 0,5 ml alinarak, i¢inde 0,1 M 0,5 ml Tris tamponu (pH 7,6) ve 1 M 1
ml potasyum iyodiir (KI) bulunan yeni tiiplere eklenmistir. Spektrofotometrede 390
nm dalga boyunda absorbanslart dl¢lilmiistiir. Kor olarak %0,1°lik TCA c¢ozeltisi
kullanilmistir.  Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit miktar1 standart grafik

yardimiyla nmol g taze ag1r11k'1 olarak hesaplanmistir.

3.4.5. Serbest prolin miktarinin belirlenmesi

Etlivde kurutulduktan sonra havanda ezilerek ince toz haline getirilen yaprak
orneklerinde prolin miktarin1 belirlemek i¢cin Weimberg (1987)’nin metodu modifiye
edilerek oOziitler hazirlanmistir (Cigek ve Cakirlar, 2002). 10 mg kuru materyal
tizerine 4 mL distile su ilave edildikten sonra tiipler sicak su banyosunda (100°C) 10
dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 6rnek sogutulup siiziilmiis ve cokelti
tizerine 3 mL distile su konulup tekrar sicak su banyosunda bekletilmistir. Sogutma
ve slizme asamasindan sonra ayni islemler bir kez daha tekrarlanarak siiziintiilerin
toplam hacmi 10 mL’ye tamamlanmis ve vorteksle karistirilmistir. Siiziintiiden
alman 6rneklerle prolin miktar1 (umol g kuru agirlik™) asit-ninhidrin metoduna gore
520 nm’de yapilan dlglimlerle spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Bates ve ark.,
1973).
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3.4.6. Klorofil a floresansi dl¢iimleri

Klorofil a floresans parametreleri bitkilerin yapraklarinda “bitki verimlilik
analizatori” (HandyPEA florometresi, Hansatech Instruments Ltd., Pentney, King’s
Lynn, Norfolk, England) yardimiyla gerceklestirilmistir. Bu amacla 6l¢lim igin
kullanilacak yapraklar, yaprak Klipsleri yardimiyla 45-60 dakika karanlik
adaptasyonuna maruz birakilmistir. Daha sonra yaprak yiizeylerine 3,500 umol m%s?
siddetinde 151k uygulanmis ve elde edilen parametrelerin degerlendirilmesi PeaPlus

adli programla uygulanan JIP testi ile yapilmistir (Strasser ve ark., 2000).
3.5. Baz1 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.5.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’ye gore belirlenmistir. Yaklagik
0,3 g taze yaprak dokusu, siv1 azotla 6giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-POy (pH 7,0)
tamponu, %2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM Na;EDTA igeren ekstraksiyon
cozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm ve 4°C’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1.030 puL olacak sekilde 100 mM K-PO, tamponu (pH
7,8), 9,9x10° M metionin, 5,7x10"°> M NBT (nitroblue tetrazolyum), %1°lik triton X-
100 ve enzim karisimindan olusan bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon
0,9 uM riboflavin ilavesi ile baslatilmis, bu karisim 15 dakika boyunca 375 pmol m
2t siddetinde 1518a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans degerleri
belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi daha 6nce hazirlanmis olan standart grafikten
faydalanarak hesaplanmistir (U mg protein™). Farkli SOD izozimlerinin aktivitesi, 2
mM potasyum siyaniir (KCN) veya 5 mM hidrojen peroksit (H20) inhibisyonuna

duyarliliklar esasina gore belirlenmistir (Fridovich, 1986).
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3.5.2. Toplam askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam APOD aktivitesi Wang ve ark. (1991)’e gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla 6gitilmiis ve 1,5 ml, 50 mM Tris-HCI (pH 7,2)
tamponu, %2’lik PVP, 1 mM Na;EDTA ve 2 mM askorbat igeren ekstraksiyon
cozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm ve 4°C’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1.000 uL olacak sekilde 50 mM K-PQO, tamponu (pH
6,6), 2,5 mM askorbat, 10 mM H,0, ve 100 pg protein i¢eren enzim karigimindan
olusan reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H»O,’nin  eklenmesiyle
baslatilmigtir. Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede 290 nm’de
yapilan Olclimlerle enzim Oziitii icermeyen reaksiyon ¢dozeltisine karsilik
kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (2,8 mM cm. 290
nm'l) kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat

dakika™ mg protein™).

3.5.3. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’¢ gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla ogiitilmis ve 1,5 ml, 100 mM K-PO, (pH 7,0)
tamponu, %2’lik PVP ve 1 mM NaEDTA igeren ekstraksiyon c¢ozeltisi ile
homojenize edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4°C’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Son hacim 1.000 uL olacak sekilde 100 mM K-PO, tamponu (pH 7,8), 2
mM Na;EDTA, 0,5 mM okside glutatyon (GSSG), 0,2 mM NADPH ve 100 pg
protein iceren enzim karisimindan olusan reaksiyon ¢o6zeltisi hazirlanmistir.
Reaksiyon, NADPH’nin  eklenmesiyle baglatilmistir.  Enzim  aktivitesi
spektrofotometrik olarak 340 nm’de OSl¢iilmiistir. Diizeltme, NADPH yoklugunda
GSSG oksidasyonu ile yapilmigtir. Enzim aktivitesi, NADPH’nin ekstinksiyon
katsayist (6,2 mM cm. 340 nm™) kullamlarak reaksiyonun baslangic hizindan

hesaplanmustir (nmol NADPH dakika™ mg protein™).
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3.5.4. Toplam guaiakol peroksidaz (GPOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GPOD aktivitesi Sanchez-Romero (1993)’e gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmis ve 1,5 ml, 100 mM K-PO4 (pH 7,0),
tamponu %2’lik PVP ve 1 mM NaEDTA igeren eckstraksiyon ¢ozeltisi ile
homojenize edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4°C’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Son hacim 3,180 pL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH 7,0),
0,316 mM guaiakol, 0,116 mM H;0, ve 100 uL enzim karisimindan olusan
reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H,O,’nin eklenmesiyle baslatilmistir.
Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’de Ol¢iilmiis ve guaiakoliin
ekstinksiyon katsayisi (26,6 mM cm. 470 nm™) kullanilarak reaksiyonun baslangi¢

hizindan hesaplanmistir (nmol H,0, dakika™ mg protein™).
3.6. Istatistik Analizler

Elde edilen verilerin aritmetik ortalama ve standart hatalar1 hesaplanmis, daha sonra
verilere SPSS 20,0 paket programi kullanilarak, istatistiksel varyans analizi
(ANOVA) uygulanmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulamalarin kontrole
gore neden oldugu farkin &nem kontrolii (LSD, least significant difference; AOF,

anlamli 6nemli fark) %5 diizeyinde hesaplanmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Oransal Su Miktar1 Uzerine Etkisi

Uygulamalarin iki bugday genotipinin yapraklarindaki oransal su miktar1 iizerine
etkisi Sekil 4.1.’de goriilmektedir. Buna gére Momtchil genotipinde tuz, bor ve
tuztbor uygulamalar1 yapraklardaki oransal su miktarin1 kontrole gore Onemli

derecede azaltmistir (P<0,05). Pamukova-97°de ise sadece tuz ve tuz+bor

uygulamalari oransal su miktarini kontrole gore belirgin oranda azaltmistir (P<0,05).
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Sekil 4.1. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BOj3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki oransal su miktar1 iizerine etkisi. (degerler 5 tekrarin
ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir. “*” isareti degisimin kontrole gore
P=0,05 seviyesinde anlaml1 oldugunu ifade etmektedir. Bu bilgiler bundan sonraki sekiller ve tablolar
icin de gecerlidir).

4.2. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Klorofil a Miktar1 Uzerine Etkisi

Tuz, bor ve tuztbor uygulamalart Momtchil genotipinin yapraklarindaki klorofil a
miktarini kontrole gore artirsa da bu artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmamastir

(P>0,05) (Sekil 4.2.). Pamukova-97 genotipinde ise bor ve tuz+bor uygulamalar
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yapraklardaki klorofil a miktarin1 kontrole gore oOnemli derecede azaltmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.2. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki klorofil a miktar1 iizerine etkisi.

4.3. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Klorofil b Miktar1 Uzerine Etkisi

Uygulamalarin iki bugday genotipinin yapraklarindaki klorofil b miktar1 {izerine
etkileri Sekil 4.3.de verilmistir. Momtchil genotipinde kontrol grubuna goére klorofil
b miktarinda bor ve tuz+bor uygulamalarinin artisa neden oldugu tespit edilirken

(P<0,05), Pamukova-97 genotipinde ise azalma gozlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.3. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO;) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki klorofil b miktari tizerine etkisi.
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4.4. Tuz Ve Bor Uygulamalariin Toplam Klorofil Miktar1 Uzerine Etkisi

Momtchil genotipinde sadece bor uygulamasi yapraklardaki toplam klorofil miktarini
kontrole gore 6nemli derecede artirmig (P<0,05), Pamukova-97°’de ise bor ve

tuz+tbor uygulamalari kontrole gore azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki toplam klorofil miktari tizerine etkisi.

4.5. Tuz Ve Bor uygulamalarinin Toplam Karotenoid Miktar1 Uzerine Etkisi

Uygulamalarin iki bugday genotipinin yapraklarindaki toplam karotenoid miktar1
iizerine etkileri Sekil 4.5.°de verilmistir. Momtchil genotipindeki uygulamalara
bakildiginda toplam karotenoid miktarinda konrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir degisiklik gozlenmemistir (P>0,05). Pamukova-97 genotipinde ise bor ve
tuz+bor uygulamalar1 yapraklardaki toplam karotenoid miktarinin kontrole gore

onemli oranda azalmasina neden olmustur (P<0,05).
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Sekil 4.5. Tuz (150 mM NaCl), bor (30pM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3;BOj3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki toplam karotenoid miktar1 tizerine etkisi.

4.6. Tuz Ve Bor Uygulamalarinin MDA Miktar1 Uzerine Etkisi

Tuz ve bor uygulamalart Momtchil genotipinin yapraklarindaki MDA miktarini
kontrole gore Onemli derecede artirirken (P<0,05), tuztbor uygulamasi
etkilememistir (P>0,05) (Sekil 4.6.). Pamukova-97 genotipinde ise tuz ve tuz+bor

uygulamalari yapraklardaki MDA miktarinin kontrole gore 6nemli oranda artmasina

yol agmustir (P<0,05).
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Sekil 4.6. Tuz (150 mM NaCl), bor (30pM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BOj3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki MDA miktar1 iizerine etkisi.
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4.7. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin H,0, Miktar1 Uzerine Etkisi

Uygulamalarin iki bugday genotipinde yapraklardaki H,O, miktari iizerine etkileri
Sekil 4.7.°de verilmistir. Buna gére Momtchil genotipinde, tuz ve tuztbor
uygulamalari yapraklardaki H,O, miktarini kontrole gore énemli derecede artiriken,
bor uygulamasi azaltmistir (P<0,05). Benzer sekilde Pamukova-97 genotipinde tuz
ve tuztbor uygulamalar1 yapraklardaki H;O, miktarimi kontrole gore onemli

derecede artirmis (P<0,05), ancak bor uygulamasi etkilememistir (P>0,05).
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Sekil 4.7. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BOs) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BOj3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki H,0, miktar iizerine etkisi.

4.8. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Serbest Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

Uygulamalarin iki bugday genotipinin yapraklardaki serbest prolin miktari {izerine
etkileri Sekil 4.8.’de verilmistir. Momtchil genotipinde sadece tuz ve tuztbor
uygulamalar1 yapraklardaki serbest prolin miktarin1 konrol grubuna goére onemli
derecede artirmistir (P<0,05). Bor uygulamasi kontrol grubuna gore istatistiksel bir
degisime neden olmamustir (P>0,05). Pamukova-97 genotipinde ise sadece bor
uygulamasi yapraklardaki prolin miktarinin kontrol grubuna gore Onemli oranda
artmasma neden olurken (P<0,05), tuz+bor uygulamasi serbest prolin miktarini

artirmistir (P<0,05).
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Sekil 4.8. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BOj3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki serbest prolin miktari tizerine etkisi.

4.9. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan uygulamalar her iki genotipin yapraklarindaki toplam SOD, FeSOD ve
Cu/ZnSOD aktiviteleri lizerinde istatistiksel anlamda bir degisime neden olmamistir
(P>0,05) (Sekil 4.9., 4.10. ve 4.11.). MnSOD aktivitesi ise Momtchil genotipinin
yapraklarinda tuz+bor uygulamasi sonucunda kontrole gore Onemli derecede
azalirken (P<0,05), Pamukova-97 genotipinde tuz ve tuztbor uygulamalar

sonucunda kontrole gore 6nemli oranda artmistir (P<0,05) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.9. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki toplam SOD aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 4.10. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor uygulamalarinin iki bugday genotipinin

yapraklarindaki FeSOD aktivitesi iizerine etkisi.
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Sekil 4.11. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BOs3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin
iki bugday genotipinin yapraklarindaki Cu/ZnSOD aktivitesi iizerine etkisi.
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Sekil 4.12. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarimimn

iki bugday genotipinin yapraklarindaki MnSOD aktivitesi tizerine etkisi.
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4.10. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Toplam APOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tuz ve bor uygulamalart Momtchil genotipinin yapraklarindaki APOD aktivitesini
kontrole gore Onemli derecede azaltirken (P<0,05), tuztbor uygulamasi
etkilememistir (P>0,05) (Sekil 4.13.). Pamukova-97°’de ise ii¢ uygulama da

yapraklardaki toplam APOD aktivitesinin kontrole gére dnemli derecede azalmasina

yol agmustir (P<0,05).
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Sekil 4.13. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalariimn
iki bugday genotipinin yapraklarindaki toplam APOD aktivitesi iizerine etkisi.

4.11. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Toplam GR Aktivitesi Uzerine Etkisi

Uygulamalarin iki bugday genotipinin yapraklarindaki toplam GR aktivitesi tizerine
etkileri Sekil 4.14.’de verilmistir. Buna gore tuz, bor ve tuztbor uygulamalar
Momtchil ve Pamukova-97 genotiplerinin yapraklarindaki toplam GR aktivitesini

kontrollere gore istatistiksel olarak Onemli derecede azaltmistir (P<0,05).
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4.14. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H;BO3) uygulamalarinin iki
bugday genotipinin yapraklarindaki toplam GR aktivitesi {izerine etkisi.

4.12. Tuz Ve Bor Uygulamalarimin Toplam GPOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tuz, bor ve tuzt+bor uygulamalari her iki genotipin yapraklarindaki toplam GPOD
aktivitesini kendi kontrollerine gore istatistiksel anlamda azaltmistir (P<0,05) (Sekil

4.15).
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4.15. Tuz (150 mM NacCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin iki
bugday genotipinin yapraklarindaki toplam GPOD aktivitesi {izerine etkisi.
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4.13. Tuz Ve Bor Uygulamalarinin Fotosentetik Aktivite Uzerine Etkisi

Uygulamalar Momtchil ve Pamukova-97 genotiplerindeki Fo (minimum floresans)
ve Fv/Fo (Hill reaksiyonu etkinligi) parametrelerinde kendi kontrollerine gore
istatistiksel anlamda 6nemli bir degisime neden olmamistir (Tablo 4.1.) (P>0,05). Fn,
(maksimum floresans), F,/Fp orani (FS II’nin maksimum kuantum etkinligi) ve tgp
parametrelerinde Pamukova-97 genotipinde uygulamalar sonucunda kontrole goére
anlamli degisimler meydana gelmemistir (Tablo 4.1.) (P>0,05). Ancak Momtchil’de
Fm bor ve tuz+bor, F./Fy, orani tuz ve tuz+bor uygulamalari ile kontrole gore dnemli
oranda artig gosterirken (P<0,05); try, ise tiim uygulamalar sonucu azalmistir (Tablo
4.1.) (P<0,05). Alan (OJIP egrisinin iizerindeki ve Fo ile Fm arasinda kalan bolge)
parametresinde uygulamalar sonucunda Momtchil genotipinde 6nemli bir degisim
gozlenmezken (Tablo 4.1.) (Sekil 4.16.) (P>0,05), Pamukova-97 genotipinde bor ve
tuz+bor uygulamalari sonucunda kontrole gore istatistiksel anlamda azalmistir

(Tablo 4.1.) (Sekil 4.17.) (P<0,05).

Tablo 4.1. Tuz ve bor uygulamalarinn iki bugday genotipinde bazi klorofil a floresans parametreleri iizerine
etkisi (AOF, anlamli 6nemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasidir).

Klorofil a floresansi parametreleri

Genotipler Uygulamalar Fo Fm FJ/Fn F./F, tem Alan
Kontrol 323 1,632 0,801 3,29 438 38,194
Tuz 313 1,692 0,815* 3,43 298* 37,088
Momitchil
Bor 326 1,742* 0,813 3,51 296* 37,938
Tuz+Bor 321 1,743*  0,816* 3,55 300* 37,036
Kontrol 314 1,729 0,819 3,55 340 40,338
Tuz 335 1,777 0,812 3,30 340 39,533
Pamukova-97
Bor 312 1,676 0,814 3,39 296 35,383*
Tuz+Bor 304 1,660 0,817 3,54 376 35,543*

AOF %5 32,2 116,4 0,0147 0,345 128 4,795,1
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Sekil 4.16. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BOs;) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3;BO3) uygulamalarinin
Momtchil genotipinde klorofil a floresansi indiiksiyon egrisi (OJIP egrisi) lizerine etkisi.
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Sekil 4.17. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BO3) uygulamalarinin
Pamukova-97 genotipinde klorofil a floresansi indiiksiyon egrisi (OJIP egrisi) iizerine etkisi.

Momtchil genotipinde tuz uygulamasi AV/At, (kapali reaksiyon merkezlerinin
birikim hizi) parametresini kontrol ile karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak
arttirmistir (P<0,05) (Sekil 4.18A.). Pamukova-97 genotipinde ise tuz ve bor
uygulamalarinda AV/At, parametresi kontrol ile karsilastirildiginda énemli derecede
artmistir (P<0,05) (Sekil 4.18B.). Her iki genotipte de tuz+bor uygulamalar1 AV/At,

degerinin azalmasina ve kontrol seviyesine yaklagmasina neden olmustur.
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Sekil 4.18. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BO3) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3BOs) uygulanan iki
farkli bugday genotipinin yapraklarinda PSII aktivitesini karakterize eden bazi klorofil a floresansi
parametrelerindeki degisimler (A=Momtchil, B=Pamukova-97) (Sembol ve parametrelerin tanimlari tablo
2.3’ de, istatistiksel degerlendirme ise tablo 4.1°de verilmistir ve grafikteki tiim degerler kontroliin
yiizdesi olarak ifade edilmistir (kontrol degerleri=100)).
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Momtchil’de V; degeri (OJIP egrisinin “J” noktasindaki degisken floresans) tuz ve
tuztbor uygulamalar1 sonucunda, Pamukova-97 genotipinde ise tuz ve bor
uygulamalar1 sonucunda kontrollere gére dnemli derecede artmistir (P<0,05) (Sekil
4.18A. ve 4.18B.). ¥, (yakalanan bir eksitonun bir elektronu Qa’dan elektron
taginim sistemine hareket ettirme etkinligi) parametresi Momtchil genotipinde tuz ve
tuz+bor uygulamalar (Sekil 4.18A.), Pamukova-97 genotipinde ise tuz ve bor
uygulamalar ile kontole gore azalma gostermistir (P<0,05) (Sekil 4.18B.). Sy (tiim
reaksiyon merkezlerinin kapanmasi icin gereken enerji), SumK (fotokimyasal ve
fotokimyasal olmayan hiz sabitlerinin toplami), kp (uyarilmig antenlerdeki
fotokimyasal reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon katsayisi), ¢ro, (PQ’dan FS I’in son
elektron akseptoriine elektron taginiminin kuantum verimi) ve ¢/(1-¢) (fotokimyasal
(aydinlik) reaksiyonlarin performans gostergesi) uygulamalar sonucunda her iki
genotipte de belirgin derecede etkilenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.18A. ve 4.18B.). N
(Fnwye wulasilincaya kadar gecen siirede Qa’nin indirgenme sayisi) degeri
Momtchil’de bor ve tuzt+bor uygulamalari, Pamukova-97°de ise sadece tuz+bor
uygulamasi sonucunda kontrollere gore istatistiksel anlamda azalmistir (P<0,05)
(Sekil 4.18A. ve 4.18B.). Momtchil genotipinde ky (uyarilmis antenlerdeki
fotokimyasal olmayan reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon katsayisi) degeri bor
uygulamas1 sonucunda kontrole gore artmis ancak tuz+bor uygulamasi ile azalmistir
(P<0,05) (Sekil 4.18A.). Pamukova-97’de ky parametresinde uygulamalar sonucunda
kontrole gére meydana gelen degisimler isttaistiksel olarak 6nemli bulunmamistir
(P>0,05) (Sekil 4.18B.). ABS/RC (reaksiyon merkezi basma FS II’nin ortalama
anten boyutu), TR,/RC (FS II’de reaksiyon merkezi bagina yakalanan ve Qx’nin
indirgenmesini saglayan maksimum enerji) ve DI,/RC (FS II’de reaksiyon merkezi
basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen dissipasyon enerjisi) Pamukova-97
genotipinde sadece tuz uygulamasi ile kontrole gore 6nemli oranda artis gosterirken
(P<0,05) (Sekil 4.18B.), Momtchil genotipinde uygulamalardan etkilenmemistir
(P>0,05) (Sekil 4.18A.). Momtchil genotipinde ET,/RC (FS II’de reaksiyon merkezi
basima Qa’dan sonraki basamaklardaki maksimum elektron taginimi) degeri bor ve
tuz+bor uygulamalar1 sonucunda kontrole gore azalirken (P<0,05) (Sekil 4.18A.),
Pamukova-97°de istatistiksel olarak etkilenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.18B.). SFls

(FS I'nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii) degeri sadece Pamukova-97
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genotipinde tuz uygulamasi sonucunda kontrole goére Onemli derecede azalmis
(P<0,05) (Sekil 4.18B.), Momtchil’de etkilenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.18A.). Tuz
ve bor uygulamalart sonucu Pls (performans indeksi) degeri, Pamukova-97
genotipinde kontrole gore istatistiksel olarak azalma gostermis (P<0,05) (Sekil
4.18B.) ancak Momtchil’de degismemistir (P>0,05) (Sekil 4.18A.). Yo/(1-¥y) (15182
bagimli olmayan (karanlik) reaksiyonlarin performans gostergesi) degeri
Momtchil’de tuz uygulamasi ile kontrole gore azalmis, tuz+bor uygulamasi ile
artmistir (P<0,05) (Sekil 4.18A.). Pamukova-97°de ise sadece bor uygulamasi bu
parametrenin kontrole gore onemli derecede azalmasina yol agmistir (P<0,05) (Sekil
4.18B). Tuz uygulanan Momtchil genotipinde Ag, (elektronlarin sistemler arasi
elektron tagiyicilarindan FS I’in akseptor bolgesine taginim hizi) degeri kontrole gore
onemli derecede artmis (P<0,05) (Sekil 4.18A.), Pamukova-97°de degismemistir
(P>0,05) (Sekil 4.18B.). RC/ABS (FS II’deki anten klorofilleri basina aktif reaksiyon
merkezi miktar1) degeri, iki genotipte de tuz ve bor uygulamalar1 sonucunda kontrole
gore Onemli oranda azalmis (P<0,05) (Sekil 4.18A. ve sekil 4.19.), tuz+bor
uygulamalari sonucunda ise artmistir (P<0.05) (Sekil 4.19. ve 4.20.).
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ABS/ABS

Momtchil-Kontrol Mamtchil-Tuz,

Momtchil-Bor Momtchil-Tuz+Bor

Sekil 4.19. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BOs;) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3;BO3) uygulamalarinin
Momtchil genotipinin fotosentetik birimlerindeki reaksiyon merkezlerinin durumu iizerine etkisi (bos
daireler saglam, dolu daireler ise hasar gérmiis reaksiyon merkezlerini géstermektedir).
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ABS/ABS

Pamukova97-Kontrol Pamukova97-Tuz
L v

ABS/ABS

Pamukova97-Bor Pamukova97-Tuz+Bor
L L 4

Sekil 4.20. Tuz (150 mM NaCl), bor (30uM H3BOs;) ve tuz+bor (150 mM NaCl+30uM H3;BO3) uygulamalarinin
Pamukova-97 genotipinin fotosentetik birimlerindeki reaksiyon merkezlerinin durumu iizerine etkisi (bos
daireler saglam, dolu daireler ise hasar gérmiis reaksiyon merkezlerini géstermektedir).



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismanin amaci tuz stresi altindaki Momtchil ve Pamukova-97 adli bugday
genotiplerinde bor ve tuz uygulamalarinin bitki gelisimi {izerindeki etkisini
aragtirmak, bor ve tuz etkilesiminin bitkide meydana getirdigi degisikliklikleri
fizyolojik, biyokimyasal ve fotokimyasal parametreler yardimiyla belirleyip

karsilastirmali olarak incelemektir.

Icsel ve disssal stres faktorlerine maruz kalan bitkilerin dokularinda su dengesinin
kontrolii stres toleransi agisindan Onemli bir etmendir (Bohnert ve ark., 1995).
Toprak tuzlulugunun artmasi, bitkilerin su ve osmotik potansiyelini azaltmaktadir
(Mugdal, 2010). Yapilan calismalarda tuza hassas bitki tiir ve genotiplerinin
hiicrelerinde meydana gelen olumsuz degisimlerin toleransh tiir ve genotiplere gore
daha belirgin oldugu tespit edilmistir (Mansour, 1994; Mansour ve Salama, 1996).
Calismamizda Momtchil genotipinde tuz, bor ve tuz+bor uygulamalar1 yapraklardaki
oransal su miktarini kontrole gére 6nemli derecede azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.1.).
Pamukova-97°de ise sadece tuz ve tuztbor uygulamalari oransal su miktarimi
kontrole goére belirgin oranda azaltmistir (P<0,05). Calismamizda uygulanan 150
mM’ lik tuz stresinin Momtchil genotipinin yaprak dokularindaki oransal su
miktarint Pamukova-97’ye gore daha etkili sekilde azalttig1 goriilmektedir. Bor ve
tuz+bor uygulamalar1 ise her iki genotipte de yapraklardaki dehidrasyonu hemen
hemen esit derecede artirmistir. Buna gére Pamukova-97 genotipinin tuz stresi
altinda yapraklarindaki su miktarint koruma konusunda Momtchil’e gore daha
basarili bir genotip oldugu sodylenebilir. Tuzlu kosullar altinda yapraklarin sahip
oldugu su miktarinin, bitkilerin genel su durumunun belirlenmesinde en giivenilir
indikator oldugu ve yaprak dokularindaki su miktar1 daha fazla olan bitkilerin tuza

daha toleransl olarak kabul edildigi bilinmektedir. Bor ve tuz+bor uygulamalarinin
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da her iki genotipte bitki ile ortam arasindaki su iligkilerini olumsuz etkiledigi ifade

edilebilir.

Tuzlulugun fotosentetik aktivite iizerine etkisi stomalarin kapanmasina bagli olarak
gerceklesmektedir. Bitki hiicreleri genel olarak hiicredeki yogun tuz birikiminden
zarar gormektedir, diisiik tuzlulukta ise durum tersine islemektedir. Fotosentetik
dokularda tuzlulugun artmasi; yan yana olan grana membranlarinin birikmesine,
tilakoid membranlarin biiziilmesine ve klorofillerin pargalanmasina neden olmaktadir
(Ashraf, 2004). Tuzlulugun fotosentetik aktiviteyi etkileme derecesi bitki tiiriine,
genotipe, stresin siddetine ve siiresine bagli olarak farklilik gdstermektedir (Sayed,
2003). Genel olarak tuz uygulamalarindan sonra yapraklardaki fotosentetik pigment
miktarinda azalma meydana gelmektedir (Agastian ve ark., 2000). Calismamizda
Momtchil genotipinin yapraklarindaki klorofil a miktarinin uygulamalar sonucunda
kontrole gore artig gosterdigi ancak bu artisin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
belirlenmigtir (P>0,05) (Sekil 4.2.). Aym1 genotipte bor ve tuz+bor uygulamalar
yapraklardaki klorofil b miktarini kontrole gére 6nemli derecede (P<0,05), tuz
uygulamasina gore ise onemsiz derecede artirmigtir (P>0,05) (Sekil 4.3.). Buna gore
Momtchil genotipinde hem bor hem de tuztbor uygulamalarinin yapraklardaki
klorofil b sentezini artirdifi ve/veya parcalanma hizin1 azalttigi soylenebilir.
Momtchil genotipinin yapraklarinda klorofil b miktarinda meydana gelen degisimler
toplam klorofil miktarina da yansimistir. Buna goére Momtchil’in yapraklarinda
toplam klorofil miktarinda bor ve tuz+bor uygulamalar1 sonucunda gozlenen artisin
temelde klorofil b miktarindaki artistan kaynaklandigi soylenebilir (Sekil 4.4.).
Pamukova-97°de ise bor ve tuz+bor uygulamalar1 yapraklardaki klorofil a, klorofil b
ve toplam klorofil miktarin1 hem kontrole hem de tuz uygulamasma gore dnemli
oranda azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.2., 4.3. ve 4.4.). Bunun yani sira Pamukova-97
genotipinde bu fotosentetik pigmentlerin miktarinda meydana gelen azalmalarin,
Momtchil genotipine gore istatistiksel olarak anlamli oldugu da belirlenmistir
(P<0,05). Bu sonuglar Momtchil genotipindeki fotosentetik  pigment
metabolizmasinin tuz, bor ve tuztbor uygulamalari altinda Pamukova-97 ile

karsilastirildiginda daha stabil bir isleyise sahip oldugunu gostermektedir. Ancak
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yapilan bazi aragtirmalar, strese maruz kalmis bazi bitkilerde gdzlenen fotosentetik
pigment kayiplarinin hem geri doniisiimlii hem de bitkiyi koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir (Kranner ve ark., 2002). Bu tip bitkilerde pigment havuzunun
boyutlar azaltilarak, fotosistemlerin fotooksidatif zarara ugramasi engellenmekte ve

metabolik bir tolerans cevabi meydana getirilmektedir (Fu ve Huang, 2001).

Karotenoidler bitkilerde 151k absorbsiyonunu saglayarak fotosentetik aktivitenin
artmasina yardimer olan pigmentlerdir. Bunun disinda 'O, molekiillerinin olusumunu
yavaslatmak ve {clii uyarilmis klorofil molekiillerinin detoksifikasyonu saglamak
gibi  fonksiyonlar1 bakimindan antioksidant sistemin enzimatik olmayan
bilesenlerinden biri sayilmaktadir (Trebst, 2003; Forster ve Pogson, 2004; Dogru,
2006). Calismamizda Momtchil genotipinde tuz, bor ve tuz+bor uygulamalari
sonucunda yapraklardaki toplam karotenoid miktarinda kontrole gére onemli bir
degisim gozlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.5.). Pamukova-97°de ise bor ve tuz+bor
uygulamalar1 yapraklardaki toplam karotenoid miktarinin kontrole ve tuz
uygulamasina gore 6nemli oranda azalmasina neden olmustur (P<0,05) (Sekil 4.5.).
Buna gére Momtchil genotipinin stres kosullar1 altinda yapraklarindaki karotenoid

miktarini koruyarak etkili bir antioksidant savunma sergiledigi ileri stiriilebilir.

Cevresel stres faktorlerinin ¢ogu bitkilerde fotosentetik aktivitenin yavaslamasina ve
sonucta O, (stiperoksit radikali), H,O, (hidrojen peroksit) ve hidroksil radikali (OH
) gibi ¢esitli aktif oksijen tiirlerinin (AOT) olusumuna zemin hazirlamaktadir (Logan,
2005). AOT’ler hiicresel membran sistemlerinde 6zellikle lipid peroksidasyonuna
sebep olmaktadir (Mittler, 2002). Bitki dokularinda meydana gelen malondialdehit
(MDA) birikimi lipid peroksidasyonunun hizi hakkinda bilgi sunmaktadir. MDA
miktarindaki degisimler, bitki tiirleri ve genotipleri arasinda tuz stresine tolerans ve
duyarlilik derecelerinin belirlenmesinde 6nemli bir kriterdir (Jain ve ark., 2001).
Shan ve Guo (2009) yaptiklar1 bir calismada tuza toleransli bir tiir olan yonca
genotipinin (Zhongmu 1) yapraklarindaki MDA birikiminin, duyarli olan genotipe
(Defi) kiyasla daha diisiik diizeyde oldugunu rapor etmislerdir. Bagka bir arastirmada
tuza toleransh kolza genotipindeki (Dunkled) MDA miktarinin, duyarli genotipe
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(Cyclon) gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Ashraf ve Ali, 2008).
Calismamizda, tuz ve bor uygulamalar1 Momtchil genotipinin yapraklarindaki MDA
miktarini kontrole gore belirgin derecede artirmis (P<0,05), tuz+bor uygulamasi ise
azaltmis ve kontrol seviyesine indirmistir (Sekil 4.6.). Pamukova-97°de ise tuz
uygulamasi sonucunda kontrole goére Onemli oranda artan yapraklardaki MDA
miktari, tuz+bor uygulamasi ile daha biiyiik bir artis sergilemistir (P<0,05) (Sekil
4.6.). Bu sonuglar bor uygulamasimin tuz stresi altindaki Momtchil genotipindeki
lipid peroksidasyonunu azaltict ve membran hasarini iyilestirici bir etkiye sahip
oldugunu gosteriyor olabilir. Bunun yani sira c¢alismamizda tuz ve tuztbor
uygulamalarinin her iki genotipte de yapraklardaki H,O, miktarini kontrole gore
onemli derecede artirdig1 gozlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.7.). Ozellikle Pamukova-97
genotipinin yapraklarindaki H,O, birikiminin artmasi bu genotipte tuz ve tuz+bor
uygulamalarinin neden oldugu MDA birikimini ve meydana gelen membran hasarini

da agiklamaktadir.

Tuz stresinin baz1 bitki tiirlerinde dokulardaki serbest prolin miktarinda degisimlere
yol actig1 bilinmektedir. Serbest prolinin hiicrelerdeki ana islevi tuzlu kosullarda bitki
hiicrelerinde ozmotik regiilasyonu saglamaktir. Bunun yaninda strese maruz kalmis
bitkilerde bazi enzimlerin denatiirasyonunun engellenmesi, azotun depolanmasi,
sitosolik pH degerinin ayarlanmasi1 ve serbest radikallerin detoksifikasyonu gibi
islevleri de bulunmaktadir. Tuz stresi altindaki bitkilerde serbest prolinin bu olaylara
olan etkisi bitki tiiriine, genotipine ve ayn bitkinin farkli organ ve dokularia gore
degisim gosterebilmektedir (Ashraf, 1994). Calismamizda tuz+bor uygulamasi her
iki genotipte de yapraklardaki serbest prolin miktarmin kontrollere ve sadece tuz
uygulamasima gore onemli derecede artmasina yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.8),
ancak Momtchil ve Pamukova-97 genotiplerinde aymi uygulamalar sonucunda
yapraklardaki oransal su miktar1 kontrollere gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.1.). Bu sonuglar yapraklardaki serbest prolin
birikiminin ¢alismamizda kullandigimiz bugday gentiplerinde ozmotik bir etkiye
sahip olmadigim gostermektedir. Iki genotip karsilastirildiginda ise Tuz ve bor

uygulamalarinin Momtchil’de yapraklardaki serbest prolin miktarini Pamukova-
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97°ye gore daha belirgin sekilde artirdigi goriilmektedir. Bu sonu¢ da Momtchil
genotipinde strese karsi gelistirilen bazi savunma mekanizmalarinin daha aktif
oldugunu gosteriyor olabilir. Ancak bu sonuca ulagsmak i¢in yapraklardaki serbest
prolin birikiminin temel sebebinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Ciinkii yapilan
arastirmalar prolin birikiminin sebebi olarak hem prolin sentez hizinin artigint hem

de dokulardaki mevcut proteinlerin pargalanma hizindaki artis1 isaret etmektedir.

Oksitatif stres altindaki bitkiler yasamlarini siirdiirebilmek ve bu olumsuz kosullarla
miicadele edebilmek i¢in antioksidant sisteme sahiptir. Canli hiicrelerde meydana
gelen protein, lipid, karbohidrat ve DNA oksidasyonunu engelleyen ya da
geciktirebilen maddeler antioksidantlar olarak tanimlanmakta ve bu sisteme de
antioksidant savunma sistemi denilmektedir (Ko¢ ve Ustiin, 2008). Siiperoksid
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR) ve guaiakol
peroksidaz (GPOD) bu sistemin 6nemli baz1 enzimatik bilesenlerini meydana getirir.
Stiperoksit dismutaz (SOD) yapisinda metal iyonu bulunduran, oksijenli solunum
yapan tiim canlilardaki en etkili antioksidant enzimdir. Bitkiler herhangi bir strese
maruz kaldiginda ve AOT’lerin zararl etkileri ortaya ¢iktiginda savunma sisteminin
ilk basamagini olusturan ve katalitik etkisi olduk¢a yiiksek olan bir metaloenzimdir.
Bitkilerde O, radikali SOD ile O, ve H,O,’ye doniistiiriilerek strese karsi bir
savunmaya sistemi olusturulur (Asada, 1999). Yapilan c¢alismalar tuza toleransh olan
bitki tiir ve genotiplerinde, tuz stresi sartlarinda, antioksidant enzim aktivitelerindeki
artiglarin, duyarli olanlara gére daha belirgin oldugunu gostermistir (Sreenivasasulu
ve ark., 2000; Sairam ve ark., 2002). SOD’un yapisinda bulundurdugu metal
gruplarina gore ¢ tipt bulunmaktadir. Bunlardan demir siiperoksit dismutaz
(FeSOD) ve mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) yapisal olarak birbirine
benzerlik gosterir. Bakir/¢inko siiperoksit dismutaz (Cu/ZnSOD) ise diger iki enzim
grubundan farkli bir yapiya sahiptir. H,O,’ye olan farkli seviyelerde duyarliliklarina
gore lokalize olan bu enzimlerden FeSOD kloroplast stromasinda ve prokaryotik
organizmalarda, MnSOD mitokondri ile peroksizomda, Cu/ZnSOD ise kloroplast,
peroksizom, sitosol ve hiicreler arasi boslukta bulunur (Alscher ve ark., 2002).
Calismamizda gerceklestirilen uygulamalar her iki genotipin yapraklarindaki toplam

SOD, FeSOD ve Cu/ZnSOD aktivitelerinde énemli bir degisime neden olmamistir
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(P>0,05) (Sekil 4.9., 4.10. ve 4.11.). Ancak Momtchil genotipinde tuz+bor
uygulamasi yapraklardaki MnSOD aktivitesini kontrole gére 6nemli oranda azaltmis
(P<0,05) (Sekil 4.12.), Pamukova-97 genotipinde ise tuz ve tuz+bor uygulamalari
artirmistir  (P<0,05). Bu sonucglar Pamukova-97 genotipindeki tuz ve tuz+bor
uygulamalarinin yapraklardaki O," birikim hizim1 artirdigint - gostermektedir.
Momtchil’de ise tuz+bor uygulamalarinin yapraklardaki O, birikim hizin1 azalttig

sOylenebilir.

Askorbat peroksidaz (APOD), bitkilerde H,O, detoksifikasyonunda gorev alan,
H,0,’yi O, ve suya pargalayan ve aktivitesi katalaz enzimine kiyasla daha ytiksek
olan 6nemli bir antioksidant enzimdir (Mittler ve ark., 2004). Glutatyon rediiktaz
(GR) da APOD ile birlikte askorbat-glutatyon dongiisiinde yer alan ve H,O,’nin
detoksifikasyonunu  saglayan bir enzimdir. Yapilan arastirmalarda tuz
uygulamalarinin farkli bitki tiirlerinde SOD ve APOD aktivitelerini arttirdigi ve bu
artiglarin tuza toleransh tiirlerde ve genotiplerde daha fazla oldugu belirlenmistir
(Allen, 1995; Gueta ve ark., 1997; Hernandez ve ark., 2000; Chinta ve ark., 2001;
Diego ve ark., 2003; Asish ve ark., 2004; Shan ve Guo, 2009). Benzer sekilde tuz
uygulamasi yapilan bitkilerde SOD, APOD, GR ve bir¢ok peroksidaz grubu enzimin
aktivitelerinde es zamanli olusan artiglarin tuz toleransinin saglanmasinda 6nemli
oldugunu belirlemistir (Munns ve Tester, 2008). Calismamizda Momtchil
genotipindeki tuz ve bor uygulamalar1 yapraklardaki APOD aktivitesini kontrole gore
belirgin derecede azaltmis (P<0,05) ancak tuz+bor uygulamasi etkilememistir
(P>0,05) (Sekil 4.13.). Pamukova-97 genotipinde ise tim uygulamalar APOD
aktivitesinin kontrole gore azalmasina yol acmistir (P<0,05) (Sekil 4.13.). Benzer
sekilde GR aktivitesi her iki genotipte de tiim uygulamalar sonucunda kontrole gore
onemli derecede azalma gdstermistir (P<0,05) (Sekil 4.14.). Bu sonuglar 6zellikle
Pamukova-97°de askorbat-glutatyon dongiisiiniin gerektigi sekilde calismadigini,
askorbat havuzunun indirgenmis formda tutulamadigin1 gostermekte ve sonugta
yaprak dokularindaki H,O, birikimi sonucunda meydana gelen membran hasarini

acgiklamaktadir.
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GPOD enzimi de benzer sekilde bitki dokularindaki H,O;’nin parg¢alanmasindan
sorumludur. Bu enzimin antioksidant etkisinin yaninda bitkilerde biiyiime ve gelisme
(Riquelme ve Cardemil, 1993) ile hiicre ¢eperlerindeki lignin biyosentezi konusunda
fonksiyon gosterdigi bilinmektedir (Bruce ve West, 1989). Calismamizda Momtchil
ve Pamukova-97’deki tuz, bor ve tuzt+bor uygulamalari yapraklardaki GPOD

aktivitesini kontrollere gére 6nemli derecede azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.15.).

Bitkilerde biiyiimeyi etkileyen fizyolojik olaylardan en onemlisi fotosentezdir.
Fotosentez olayi bitkilerde biyokiitlenin artmasini ve bilylimeyi saglar. Sonug olarak
biliylimeyi etkileyen g¢evresel faktorler fotosentezi de benzer 6lciide etkilemektedir.
Stres altindaki bitkilerin fotosentetik etkinlikleri ile ilgili parametlerelerde meydana

gelen degisimler bitkilerin fizyolojik durumlar1 hakkinda bilgi saglamaktadir.

Giiniimiizde hassas bir teknik olan klorofil a floresans: teknigi yardimiyla, gesitli
cevresel stres faktorlerinin fotosentez {izerinde neden oldugu degisiklikler
incelenmektedir (Kalaji ve ark., 2011). Bu teknik daha ¢ok FSII’nin yapisinda
meydana gelen elektron taginim reaksiyonlar: ile ilgili bilgiler vermektedir. Fakat
Olgiilen parametreler ile hesaplanan diger bazi floresans parametreleri FSI” deki
elektron tasinimi hakkinda da bilgi vermektedir. Klorofil a floresansi tekniginin en
onemli 6zelligi, uygulanan stresin bitkilerde sebep oldugu morfolojik farkliliklarin
ortaya c¢ikmasindan c¢ok daha erken bir zamanda stres etkilerinin anlagilmasin
saglamasidir. Ayrica Ol¢limlerin canli bitkiler ile yapilmasi, stres etmenlerinin
fotosentetik aktivite lizerindeki etkilerinin kisa bir zamanda ortaya cikarilmasini

saglamaktadir (Kalaji ve ark., 2011).

Calismamizda tuz, bor ve tuz+bor uygulamalarinin Momtchil ve Pamukova-97
genotiplerinde Fo (minimum floresans) degerini etkilemedigi belirlenmistir (P>0,05)
(Tablo 4.1.). Ancak Pamukova-97°’de tuz+bor uygulamasi Fo degerinin sadece tuz
uygulamasina gore belirgin sekilde azalmasina yol agmistir (P<0,05). Bu sonuglar
tuz+bor  uygulamasinin  Pamukova-97°de  fotosentetik  elektron  tasinim

reaksiyonlarini belli oranda inhibe ettigini gostermektedir.
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Fm degeri ise PSII'nin akseptor bolgesinin rediiksiyon durumu hakkinda bilgi
saglayan bir parametredir (Georgieva ve Lichtenthaler, 1999). Fm degeri
Momtchil’de bor ve tuz+bor uygulamalar1 sonucunda kontrole gore belirgin derecede
artmistir (P<0,05) (Tablo 4.1.). Bu sonu¢ Momtchil genotipindeki PSII birimlerinin
akseptor bolgelerinin daha kararli oldugunu ve indirgenebilme yeteneklerinin daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Pamukova-97°de ise Fm degerinin bor ve tuz+bor
uygulamalar1 sonucunda sadece tuz uygulamasina gore azalmasindan dolayi, bu
genotipte PSII birimlerini akseptor bolgesindeki elektron taginiminin olumsuz yonde
etkilendigini ortaya c¢ikarmaktadir. Fv/Fm oram stres indikatorii olarak kullanilan
parametrelerden biridir. Bitkilerde Fv/Fm orani ¢evresel sartlarin normal seyrinde
gerceklestigi zamanlarda 0,83 civarindadir. Bu oranin azalmasi bir fotoinhibisyon
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Bjorkman ve Demmig, 1987). Calismamizda
tuz ve tuz+tbor uygulamalarinin Fv/Fm oranint Momtchil genotipinde kontrole gore
onemli derecede artirdigi belirlenmistir (P<0,05) (Tablo 4.1.). Ancak Pamukova-
97°de Fv/Fm oraninda goriilen degisimler istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur

(P>0,05).

Fv/Fo oranm1 FSII’nin dondr bolgesinde bulunan ve suyu parcalayarak sistemde
taginacak elektronlarin olusumunu saglayan yapinin etkinligini gostermektedir. Suyu
parcalayan kompleksin cesitli stres etmenlerine karsi fotosentetik elektron taginim
sisteminin en hassas bolgesi oldugu diistiniilmektedir. Fotosentetik elektron taginim
sisteminde olusabilecek herhangi bir anormallik bu oranin azalmasina neden
olmaktadir (Pereira ve ark., 2000). Fricke ve Peters (2002) ise tuz stresine maruz
kalmis bitkilerde yavaglayan su aliniminin bu kompleksin etkinligini azaltabilecegini
tespit etmistir. Calismamizda Fv/Fo degerinin her iki genotipte de uygulamalardan
etkilenmedigi gozlenmistir (P>0,05) (Tablo 4.1.).

Klorofil a floresans sinyallerinde zamana (logaritmik) bagli olusan degisimlerin
gosterildigi grafige <“OJIP egrisi’” denilmektedir. Bu grafikte “O” noktast Fo
degerine, “P” noktasi ise Fm degerine karsilik gelmektedir. Olusan grafigin

tizerindeki bolgenin (Fo-Fm arasi) biyiikliigii FSII’nin indirgeyici bolgesindeki Qa
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miktart ile ilgili bilgi vermektedir. Oukarroum ve ark. (2015) reaksiyon
merkezlerinden Qa’ya dogru gergeklesen elektron taginiminin inhibisyonu
sonucunda bu alanin azaldigmi bildirmistir. Calismamizda yapilan uygulamalar
Momtchil genotipinde alan parametresini etkilememis (P>0,05) ancak Pamukova-97
genotipinde bor ve tuztbor uygulamalar1 alan parametresinin kontrole gore belirgin
oranda azalmasina neden olmustur (P<0,05) (Tablo 4.1.) (Sekil 4.16. ve 4.17.). Buna
gore Pamukova-97°’de bor ve tuz+bor uygulamalarinin rekasiyon merkezlerinden
Qa’ya dogru gerceklesen elektron tasmimini belirli derecede inhibe ettigi ancak
Momtchil’de taginimin uygun sekilde devam ettigi soOylenebilir. N (Fy’ye
ulagilincaya kadar gecen siirede Qa’nin indirgenme sayisi) ve TR,/RC (FS II’de
reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini saglayan maksimum
enerji) parametrelerinde meydana gelen degisimler de bu fikri destekler niteliktedir
(Sekil 4.16. ve 4.17.).

AV/At, parametresi kapali reaksiyon merkezlerinin birikim hizint ifade etmektedir.
Calismamizda Momtchil genotipinde tuz uygulamasinin, Pamukova-97 genotipinde
ise tuz ve bor uygulamalarinin bu degeri kontrollere gére 6nemli oranda artirdigi
belirlenmigstir (P<0,05) (Sekil 4.18A. ve 4.18B.). Tuztbor uygulamasi ise iki
genotipte de AV/At, degerini etkilememistir (P>0,05). Bu sonuglar tuztbor
uygulamasimin Momtchil ve Pamukova-97°’de kapali reaksiyon merkezi miktarimi

azaltarak elektron taginimini hizlandirdigini gostermektedir.

Momtchil ve Pamukova-97 genotiplerinde tuz uygulamalar1 ¥, (yakalanan bir
eksitonun bir elektronu Qa’dan elektron tagiim sistemine hareket ettirme etkinligi)
parametresini kontrollere gére onemli oranda azaltmis, ancak tuz+bor uygulamalari
artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.18A ve B). Bu sonug da tuz+bor uygulamalarinin her iki
genotipte Qa’dan sonraki elektron taginim basamaklarini olumlu etkiledigini

gostermektedir.

DIy/RC (FS II’de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen
dissipasyon enerjisi) parametresinin degeri tuz uygulamasi sonucunda Pamukova-

97°de kontrole gore onemli oranda artarken (P<0,05), Momtchil’de degismemistir
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(P>0,05) (Sekil 4.18A. ve 4.18B.). Iki genotip karsilastirildiginda tuz+bor
uygulamasi ile bu degerin Momtchil’de Pamukova-97’ye gore daha biiyiik bir
azalma gosterdigi belirlenmistir. Bu sonu¢ da Momtchil genotipindeki koruyucu bir
mekanizmanin varligini gosteriyor olabilir. RC/ABS (FS II’deki anten klorofilleri
basina aktif reaksiyon merkezi miktar1) degerinde gozlenen degisimler de bu fikri
desteklemektedir (Sekil 4.20. ve 4.21.). Momtchil ve Pamukova-97 genotiplerinde
tuz uygulamalar1 SFlgs (FS I’nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii) ve
Plas (performans indeksi) kontrole gore olumsuz etkilemis ancak tuz+bor
uygulamalari belirli oranda iyilesme saglamistir (P<0,05) (Sekil 4.19A ve B). Ancak
PI degeri diisiiniildiiglinde, iyilesmenin Momtchil’de daha belirgin oldugu

sOylenebilir.

Sm (tim reaksiyon merkezlerinin kapanmasi igin gereken enerji), SumK
(fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan hiz sabitlerinin toplami), kp (uyarilmis
antenlerdeki fotokimyasal reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon katsayisi), dro (PQ’ dan FS
I’in son elektron akseptoriine elektron tasiniminin kuantum verimi) ve ¢/(1-¢)
(fotokimyasal (aydinlik) reaksiyonlarin performans gostergesi) uygulamalar
sonucunda her iki genotipte de belirgin derecede etkilenmemistir (P>0,05) (Sekil

4.18A. ve 4.18B.).

Buna gore ¢alismamizdaki tuz, bor ve tuztbor uygulamalarinin her iki genotipin
yapraklarindaki askorbat-glutatyon dongiisiinii olumsuz etkiledigi ve bu agidan
antioksidant sistemi olumsuz etkiledigi sdylenebilir. Ancak tuz+bor uygulamasinin
ozellikle Momtchil genotipinde yapraklardaki fotosentetik pigment miktarini
artirmasi, MDA birikimini azaltmast ve fotosentetik aktiviteyi olumlu etkilemesi
nedeniyle tuzun yol actig1 metabolik olumsuzluklar1 bir dereceye kadar iyilestirdigi

sonucuna varilabilir.
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