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OZET

Anahtar kelimeler: Arpa, tuz stresi, fotosentetik aktivite, klorofil a floresansi,
antioksidant sistem

Bu ¢alismada iki farkli arpa (Hordeum vulgare L.) genotipinin (Erginel-90 ve Tokak
157/37) tuz (NaCl; 120 mM) tolerans derecesi bazi fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler yardimiyla karsilastirmali olarak incelenmistir. Klorofil a floresansi
verilerine gore tuz stresi arpa genotiplerindeki fotosistem I ve fotosistem II
aktivitesini azaltmistir. Ancak gozlenen degisimlerin arpa genotiplerine ve tuz
stresinin uygulama siiresine bagl oldugu goriilmistiir. Bircok klorofil a floresansi
parametresi (maksimum floresans yogunluguna ulasilmasi i¢in gegen siire, OJIP
egrisinin iizerindeki alan, oksijen evoliisyonundan sorumlu olan kompleksin
aktivitesi, reaksiyon merkezlerinin kapanma hizi, plastokinon havuzunun boyutu, 1s1
kayb1 verimi, fotokimyasal ve 1s18a bagimli olmayan reaksiyonlarin performans
gostergesi ve performans indeksi) tuz uygulamasindan 24 saat sonra etkilenmesine
ragmen, yedi giin sonraki degisimlerin daha belirgin oldugu gozlenmistir. Erginel-90
ile karsilastirildiginda, Tokak 157/37° nin fotosentetik aygitinin tuz stresine daha
toleransli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara uygun olarak, siiperoksit dismutaz,
askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve guaiakol peroksidaz gibi bazi
antioksidant enzimlerin aktivitelerinin ve toplam karotenoid miktarinin daha ytiksek
olmasindan dolay1, Tokak 157/37° de daha yiiksek bir askorbat-glutatyon donglisii
aktivitesi belirlenmistir. Ancak Erginel-90’ da antioksidant kapasitenin tuzlu kosullar
altinda aktif hale gelmedigi ve sonugta yapraklarda H,O, birikimi, membran
peroksidasyonu ve fotosentetik pigmentlerin parcalandig1 gézlenmistir.

Sonuglarimiza gore her iki arpa genotipinde godzlenen degisimlerin tuz stresinin
uygulama siiresi ile iligkili oldugu agiktir. Aym1 zamanda; tuz stresi altinda daha
yiiksek fotosentetik ve antioksidant aktiviteye sahip olmasindan dolayr Tokak
157/37’ nin Erginel-90’ a gore tuz stresine daha toleransl oldugu sdylenebilir.



PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF
SALT TOLERANCE IN SOME BARLEY (Hordeum vulgare L.)
GENOTYPES

SUMMARY

Keywords: Barley, salinity stress, photosynthetic activity, chlorophyll a fluorescence,
antioxidant system

In this study, the degree of salinity (NaCl; 120 mM) tolerance of two barley
(Hordeum vulgare L.) genotypes (Erginel-90 ve Tokak 157/37) was comparatively
investigated through some physiological and biochemical parameters. Salinity stress
decreased photosystem | and photosystem Il activity in barley genotypes, as
evaluated by chlorophyll a fluorescence data. However, the marked decreases were
dependent on the duration of salt application and the barley genotypes. Several
chlorophyll a fluorescence parameters (e.g., time to reach maximum chlorophyll a
fluorescence intensity, area over the OJIP curve, oxygen evolving complex avtivity,
rate of reaction center closure, plastoquinone pool size, yield of heat loss,
performance indices of photochemical and non-light dependent reactions and
performance index) were affected after 24 hour of salt treatment, but these changes
were much more pronounced after 7 days of salt treatment. The photosynthetic
apparatus of Tokak 157/37 was found to be much more tolerant to salt stress,
compared with Erginel-90. Accordingly, higher level of ascorbate-glutathione cycle
activity was measured in Tokak 157/37 under salinity stress, as indicated by higher
activity of some antioxidant enzymes such as superoxide dismutase, ascorbate
peroxidase, glutathione reductase and guaiacol peroxidase and by higher amount of
total carotenoid. In Erginel-90, on the other hand, antioxidative capacity was not
active under saline condition and this resulted in H,O, accumulation, membrane
peroxidation and destruction of photosynthetic pigments in the leaves of Erginel-90.

According to our results, it is clear that metabolic changes was proportional to the
duration of salt stress in the both barley genotypes. Also, it may be concluded that
Tokak 157/37 is much more tolerant to salinity (120 mM) because of higher
photosynthetic and antioxidant activity under salt stress, compared to Erginel-90.

xi



BOLUM 1. GIiRiS

Biiyiime, bitkisel organlarin boyutlarinda ve kuru madde birikiminde meydana gelen
geri doniisiimii olmayan (irreversible) artis olarak tanimlanmaktadir. Biiylime aymi
zamanda metabolik enerjiye gereksinim duyan karmasik bir metabolik siiregtir.
Biiyiimenin meydana gelmesi i¢in hiicrelerdeki anabolik reaksiyonlarin katabolik
reaksiyonlara gore daha hizli bir sekilde meydana gelmesi gerekir (Larcher, 1995).
Ancak bitki biliyiimesi baz1 yapisal degisimlerle, 6zgilin yapisal elementlerin ve bitki
yapisin1 meydana getiren ¢esitli organlarin olusumuyla da yakindan ilgilidir. Bu tip
degisimlere farklilagma adi verilir. Biiylime ve farklilagma olaylar1 sonucunda
bitkilerde gelisme kavrami ortaya ¢ikmaktadir. Gelisme bir bitkinin olugsmasindan
yasam dongiisiinii tamamlamasina kadar gecen siire icinde meydana gelen karmasik
degisimleri igerir (Sebanek, 1992). Bitkilerde biiyiime ve gelisme birgok dis ve i¢
faktor tarafindan kontrol edilmektedir.

Bitkilerde biiylime ve gelisme ancak uygun g¢evresel kosullar altinda normal seyrinde
gerceklesebilir. Cevresel kosullarda meydana gelen her degisim, bitki biiyiime ve
gelismesini de belirli oranda etkilemekte ve stres kavramini ortaya c¢ikarmaktadir.
Stres terimi “bitkilerde biliylime ve gelismeyi yavaslatan veya durduran, tiriin miktari
ve kalitesinde azalmaya neden olan her tiirlii faktor” olarak tanimlanabilir. Stres
faktorlerinin bitkilerde olusturdugu hasarin, bitkinin bazi organlarinin veya
tamaminin Olmesine neden olabilecegi de bildirilmistir (Hale ve Orcutt, 1987).
Ancak stres faktorlerinin olusturdugu zarar bitkinin c¢evreye genetik adaptasyon
derecesine bagli olarak degisir. Stres faktorleri tarith boyunca farkli sekillerde
siiflandirilmistir. Ancak giiniimiizde stres faktorleri kokenlerine gore abiyotik ve

biyotik faktorler olarak siniflandirilmaktadir (Alexieva ve ark., 2003).



Tuz stresi bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen en Onemli
abiyotik stres faktorlerinden biridir (Allakhverdiev ve ark., 2000). Bir topragin tuzlu
olarak tanimlanabilmesi i¢in bitki biiyiimesini olumsuz yonde etkileyecek derecede
¢Oziinilir tuzlar1 igcermesi gerekir. Primer tuzluluk, tuz bilesiklerinin hem toprak hem
de yeralti sularinda uzun siire icinde birikim gostermesinden kaynaklanmaktadir.
Primer tuzlulugun iki tane dogal sebebi vardir. Bunlardan birincisi, ¢oziiniir tuz
bilesiklerini igeren ana kaya materyalinin asmmasidir. Ikinci sebep ise yagmur ve
riizgar vasitasiyla okyanus suyunun yapisindaki tuz bilesiklerinin karalara ulagmasi
ve topragmn yapisina katilmasidir. Sekonder tuzlanma insan aktiviteleri sonucunda
yagis miktar ile bitkilerin kullandig1 su miktar1 arasindaki dengenin, yani topraktaki
hidrolojik dengenin degismesi sonucu ortaya ¢ikar. Bunun en yaygin sebepleri
arasinda arazilerdeki cok yillik bitkiler yerine tek wyillik bitki yogunlugunun
artirtlmasi, yetersiz drenaj ve sulama sularinin yapisindaki tuz bilesikleri sayilabilir.
Rhoades (1998), Avustralya, Cin, Misir, Hindistan, Irak, Meksika, Pakistan, Rusya
ve Suriye ile birlikte tilkemiz topraklarinin da ciddi anlamda tuz stresi tehlikesi ile

kars1 karstya oldugunu bildirmistir.

Tuz stresi 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitki biiylimesini ve gelismesini
olumsuz yonde etkileyen en onemli stres faktorlerinden biridir (Shannon, 1998).
Tuzlulugun bitkiler {izerindeki zararli etkileri arasinda toprak ¢ozeltisinin ozmotik
potansiyelini diisiirerek fizyolojik kurakliga neden olmasi, mineral madde beslenmesi
konusunda dengesizlige neden olmasi ve tuz iyonlarinin spesifik toksik etkisi
sayilabilir (Ashraf, 1994; Marschner, 1995). Bir¢ok bitki tiirii tuz stresine oldukga
duyarhdir ve bu grupta yer alan bitkilere genel olarak “glikofit” ad1 verilir. Glikofit
bitkiler genellikle 100-200 mM’ lik tuz konsantrasyonlarinda bile canliliklarini
sirdiremez. Ancak “halofitler” 300-400 mM gibi olduk¢a yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip olan topraklarda biiyliyebilen ve yasam dongiilerini

tamamlayabilen bitki tiirlerini igermektedir.

Tuz stresinin gozlemlenen ilk etkilerinden biri bitkilerde biiylime hizinin azalmasidir.
Munns (2002), tuz uygulamasindan ¢ok kisa bir siire sonra bitki hiicrelerinin su

kaybederek hacimlerinin azaldigin1 bildirmistir. Daha sonra hiicreler orjinal



boyutlarin1 tekrar kazanmakla birlikte, kok ve yapraklarin biiylime hizinin kontrol
bitkilerine gore diisiik oldugunu rapor etmistir (Munns, 2002). Tuz stresi bitkilerde
cesitli organlarin taze ve kuru agirliklari tizerinde de etkili olmaktadir (Hernandez ve
ark., 1995; Dinar ve ark., 1999; Chartzoulakis ve Klapaki, 2000). Ornegin Raphanus
sativus’ da tuz stresi uygulamalari sonucu toplam bitki kuru agirliginin azaldigi
belirlenmistir (Marcelis ve van Hoijdonk, 1999). Kurbak ve arkadaslari (1999) ise
diisiik tuz konsantrasyonlarinin (50 mM) Alhagi pseudoalhagi bitkisinde toplam bitki
agirhgimi artirdigini, ancak 200 ve 300 mM’ lik tuz uygulamalarinin azalttigin

bildirmistir.

Tuz stresi altindaki bitkilerin dokularindaki su miktar1 tiire ve ayni tiiriin
genotiplerinde bagl olarak degisebilmektedir. Tuzlu kosullarda dokularindaki su
miktar1 daha fazla olan bitkiler tuza daha toleransli olarak kabul edilmektedir.
Glintimiizde yapraklarin sahip oldugu su miktarinin, bitkilerin genel su durumunun
belirlenmesinde en gilivenilir indikator oldugu degerlendirilmektedir. Bitkilerde
uygulanan tuz konsantrasyonu arttik¢a su potansiyeli ve ozmotik potansiyelin daha
negatif degerlere sahip oldugu, turgor basincinin ise arttig1 belirlenmistir (Hernandez
ve ark., 1999; Meloni ve ark., 2001; Khan, 2001; Romeroaranda ve ark., 2001;
Ahmad ve ark., 2012). Hint keneviri bitkisinde kisa siireli tuz stresi uygulamalari
oransal su miktari, transpirasyon hizi, yaprak su potansiyeli, su alinimi1 ve suyun
kullanim etkinligi azalmistir (Chaudhuri ve Choudhuri, 1997). Dogru (2014) ise tuz
stresi altindaki iki misir genotipinin yapraklarinda oransal su miktarinin azaldigini,

su eksiklik indeksinin ise arttigini bildirmistir.

Yapilan arastirmalar, diger organik bilesiklerle karsilastirildiginda, sekerlerin tuz
stresi altindaki glikofitlerde ozmotik potansiyelin diizenlenmesi konusunda yaklagik
% 50’ lik bir paya sahip oldugunu gostermistir (Cram, 1976). Bitkilerde net CO,
asimilasyonundaki azalmaya ragmen, tuz ve kuraklik stresi sonucu ¢o6ziiniir
karbohidratlarin  birikim gosterdigi belirlenmistir (Popp ve Smirnoff, 1995;
Murakeozy ve ark., 2003). Yapilan baz1 ¢alismalarda da tuz toleransi ile ¢Oziiniir
karbohidrat birikiminin boyutu arasindaki iligki ortaya konulmustur. Ashraf ve Tufail

(1995), tuz toleranst bakimindan farklilik gdsteren 5 aycicegi genotipinde ¢oziiniir



seker miktarin1 arastirmiglar, tim genotiplerde ¢oziiniir seker miktarmin arttigini
ancak tuza toleransli olan genotipde bu birikimin daha belirgin oldugunu
belirlemislerdir. Bu nedenle sekerlerin bitkilerde tuz toleransinin saglanmasi ile ilgili
rolleri belli oranda tartismalidir. Ancak ¢Oziiniir sekerlerin tuz toleransi konusunda

potansiyel birer indikator olduklari olasilig1 géz ardi edilmemelidir.

Bitkilerde tuz stresi ile indiiklenen bir¢ok protein tanimlanmis ve iki grup altinda
toplanmistir (Hurkman ve ark., 1989; Pareek ve ark., 1997; Ali ve ark., 1999).
Bunlardan birincisi sadece tuz stresi kosullarinda sentezlenen “tuz stresi proteinleri”,
digeri de tuz stresi disinda yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, sel, mineral madde
eksikligi ve fazlaligi durumunda sentezlenen “stresle ilgili proteinler” dir. Bitkilerde
tuz stresi altinda sentezlenen proteinler, stres kosullari ortadan kalktiktan sonra
kullanilmak tiizere azotun depolanmasini sagladigi gibi ozmotik regiilasyona da
katkida bulunur (Singh ve ark., 1987). Tuz stresine toleransli olan arpa (Hurkman ve
ark., 1989), aycicegi (Ashraf ve Tufail, 1995), dar1 (Uma ve ark., 1995) ve piring
(Pareek ve ark., 1997; Rains, 1989; Lutts ve ark., 1996) bitkilerinde de, toleransh
olmayanlara gore ¢Oziiniir protein miktarinin daha yiiksek oldugu ortaya
cikartlmistir. Su mercimeginde ise tuz stresinin tuz toleransindan bagimsiz olarak
yapraklardaki ¢ozliniir protein miktarin1 azalttigi gézlenmistir (Ashraf ve Waheed,
1993). Benzer sekilde aspir (Ashraf ve Fatima, 1995), Melilotus indica ve Eruca
sativa’ da (Ashraf, 1994) yapraklardaki ¢oziinlir protein miktar1 iizerinde tuza

toleransli olan ve olmayan genotiplerde farklilik géstermemistir.

Aminositlerin tuz stresi altindaki bitkilerde birikim gosterdigi bilinmektedir (Johns,
1981; Ashraf, 1994; Mansour, 2000). Alanin, arjinin, glisin, serin, 16sin ve valin
amino asitlere; sitriillin ve ornitin proteinik olmayan amino asitlere; prolin ise amino
asitlere 6rnek olarak verilebilir (Mansour, 2000; Rabe, 1990). Tuz stresi altindaki
geligsmis bitkilerde prolin birikimi, diger amino asitlerle karsilastirildiginda daha
fazladir (Greenway ve Munns, 1980; Ashraf, 1993; Ashraf, 1994; Ali ve ark., 1999;
Abraham ve ark., 2003). Tuz stresi altindaki birgok monokotil bitki tiiriinde prolin
birikimi yaygin olarak goriilen bir olaydir (Storey ve ark., 1977; Jones ve Storey,

1978). Ancak yapilan bir ¢aligmada tuz stresinin arpada prolin birikimine neden



olmadig1 anlagilmistir (Yamaya ve Matsumoto, 1989). Bitki dokularindaki prolin
birikimi kuraklik stresi sonucu da goriilebilir. Bu durumda prolin sentezi diisiik su
potansiyeline verilen ancak spesifik olmayan bir cevaptir (Ashraf, 1994). Amidlerin
tuz stresi altindaki bitkilerdeki birikim orani azot igeren diger bilesiklere gore daha
azdir (Mansour, 2000). Ancak asparagin miktarinda genellikle tuz stresi sonucunda
artig goriilir (Fougere ve ark., 1991; Rabe, 1990). Agrostis stolonifera’ da ise
asparagin birikiminin tuz stresi kosullarinda prolin birikimine gore daha fazla oldugu
bilinmektedir (Dubey, 1997). Tuza toleranshi olan bugdayda genc¢ yaprak
laminalarindaki glutamin ve glisinbetain miktarmin arttigi gozlenmistir (Colmer ve
ark., 1995). Prolinde oldugu gibi amidlerin de kuraklik stresi sonucunda bitki
dokularinda birikim gosterdigi belirlenmistir (Raggi, 1999).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde etkili ozmoregiilatdr olarak fonksiyon yapan
kuaterner amonyum bilesikleri arasinda glisinbetain, P-alaninbetain, prolinbetain,
kolin-o-siilfat, hidroksiprolinbetain ve pipekolatbetain sayilabilir (Mansour, 2000;
Jones ve Storey, 1981; Rhodes ve Hanson, 1993). Bir¢ok bitki tiiriinde yaprak
ozmotik potansiyeli ile glisinbetain, B-alaninbetain ve prolinbetain miktar1 arasinda
pozitif bir korelasyon goriilmiistiir (Rhodes ve Hanson, 1993; Grieve ve Maas,
1984). Tahil tiirleri arasinda stres faktorlerine maruz kaldiklar1 zaman glisinbetain
biriktirme ve bu bilesigi ozmotik regiilasyonda kullanma yetenegi bakimindan biiyiik
cesitlilik goriiliir. Ornegin sorgumdaki glisinbetain birikiminin musira gére 10 kat
daha fazla oldugu belirlenmistir. Ancak her iki tiiriin glisinbetain biriktiremeyen

mutantlar1 da vardir.

Polioller ozmotik etkinlige sahip bilesikler oldugundan, bitkilerdeki ozmoregiilasyon
mekanizmasi ve dolayisiyla tuz toleransi konusunda etkili olduklar1 diisiiniilmektedir
(Bohnert ve Shen, 1999). Kimyasal olarak degerlendirildiginde polioller polihidrik
alkollerdir. Bitkiler aleminde olduk¢a genis bir yayilim gosteren siklik ve asiklik
yapiya sahip birgok poliol mevcuttur (Clark ve ark., 2003). Bitkisel dokularda en
fazla rastlanan asiklik polioller mannitol, gliserol ve sorbitoldiir. Siklik poliollerden
de en fazla ononitol ve pinitol bulunur. Genellikle polioller bir¢ok halofit bitkinin

sitoplazmasinda ve vakuollerinde yiiksek konsantrasyonda birikim gosteren



inorganik iyonlarin neden oldugu ozmotik bozukluklarin ortadan kaldirilmasi igin
biriktirilir (Nelson ve ark., 1999). Poliollerin tuz stresi altindaki bitkilerdeki
fizyolojik fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler olduk¢a smirlidir. Ancak son yillarda
poliol birikiminin biyokimyasal ve genetik esaslar1 ile ilgili 6nemli gelismeler

kaydedilmistir.

Lipidler bitki hiicrelerindeki 6nemli enerji kaynaklari olmalarinin yani sira hiicresel
membran sistemleri i¢in vazgecilmez yapisal birimlerdir (Singh ve ark., 2002).
Lipidler ayn1 zamanda birgok g¢evresel stres faktoriine karsi tolerans gelistirlmesi
konusunda da 6nemli rol oynarlar. Yag asitlerinin doymamis hale gegmesi tuz ve
kuraklik stresi altindaki bitkilerde koruma saglar. Wu ve arkadagslar1 (1998), tuz stresi
altindaki  Spartina patens bitkisinin kok hiicre membranlarindaki lipid
kompozisyonundaki degisimleri arastirmis; artan tuz konsantrasyonlar1 sonucunda
sterol ve fosfolipid miktarinin azaldigini, sterol/fosfolipid oraninin ise degismedigini
gbzlemlemistir. Bunun yami sira ayni calismada, tuz stresinin glikolipid miktarin

artirdigi, fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin miktarini azalttig1 belirlenmistir.

Topragmn yapisinda bulunan yiiksek konsantrasyondaki tuz, 6zellikle K™ gibi mineral
maddelerle rekabete girerek, bunun bitki kok hiicrelerine alinimini inhibe edebilir.
Sonugta bitkide K" eksikligi ortaya cikar. Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 birgok bitki
tiiriinde dokulardaki Na" ve Cl” miktarini artirirken; K, Ca™ ve Mg+2 miktarini
azaltmaktadir (Khan ve ark., 2000; Khan, 2001). Tropikal bir bitki olan guavada
Psidium guajava tuz uygulamalar koklerle karsilastirildiginda 6zellikle yapraklarda
cok daha belirgin sekilde Na™ ve CI™ birikimine neden olmustur. Ayni ¢alismada
koklerdeki Ca™ miktarimin degismedigi ancak yapraklarda Ca™, Mg™ ve K

birikiminin azaldig tespit edilmistir (Ferreira ve ark., 2001).

Bitki hormonlar1 bitkilerdeki stres cevaplarmin indiiksiyonu ile ilgili olan sinyal
bilesiklerinin aktif iiyeleridir (Pedranzani ve ark., 2003). Abiyotik stres faktorleri
bitkilerde biiyliimenin yavaglamasinin yani sira dokulardaki fitohormon miktarlarinda
da degisikliklere neden olurlar (Morgan, 1990). Tuz stresi altindaki tarimsal

bitkilerde indol-3-asetik asidin (IAA) bir cevap mekanizmasina sahip oldugu



anlagilmistir. Ancak bitkilerde tuz stresi ile oksin miktar1 arasindaki iligkiye dair
bilgiler sinirlidir. Stres kosullar1 altinda TAA miktarindaki degisimlerin absisik asit
(ABA) ile benzer oldugu (Ribaut ve Pilet, 1991) ve IAA miktarindaki artisla
bliylimenin yavaslamasi arasinda bir korelasyonun var oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Ribaut ve Pilet, 1994). Giberellik asit (GA) biyotik (McConn ve ark., 1997) veya
abiyotik (Lehmann ve ark., 1995) stres faktorlerine maruz kalan bitki dokularinda
birikim gosterebilir. Bitkilerde tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla
birgok farkli fitohormon kullanilmaktadir. Giberellinler bu konuda birgok
aragtiricinin 6zellikle tlizerinde yogunlagtigi bir fitohormondur (Hisamatsu ve ark.,
2000). Ornegin GA’ nin tuz stresi altindaki bugday ve piring bitkilerinde biiyiimeyi
sagladigi rapor edilmistir (Prakash ve Prathapasenan, 1990). Fakiiltatif bir halofit
olan Mesembryanthemum crystallinum’ un kok ve yaprak dokularinda tuz stresi
boyunca zeatin tipi sitokinin (SK) miktarinin degismedigi belirlenmistir (Thomas ve
ark., 1992). Disaridan uygulanan kinetin bugday fidelerinde tuz stresinin neden
oldugu olumsuz etkileri ortadan kaldirmis (Naqvi ve ark., 1982), patates fidelerine
tuz stresi uygulamasindan hemen o6nce verilen kinetin benzer sekilde tuz stresinin
biiyiimeyi inhibe edici etkisini azaltmistir (Abdullah ve Ahmad, 1990). Tuz stresinin
bitkilerdeki absisik asit (ABA) iiretimi ilizerindeki etkileri ile ilgili bircok ¢alisma
yapilmustir. Tuz stresi altindaki Brassica, (He ve Cramer, 1996) Phaseolus (Montero
ve ark., 1998) ve Zea mays (Cramer ve Quarrie, 2002) bitkilerinin yaprak
dokularindaki endojen ABA konsantrasyonu ile biiylime inhibisyonu arasinda bir
korelasyonun varligit ortaya c¢ikarilmistir. Jasmonatlar (JA) hem konake1
savunmasinda hem de bircok fizyolojik mekanizmada rol oynayan sinyal
mekanizmalarinin 6nemli bir bilesenidir (Wasternack ve Hause, 2002). JA ve
tiirevleri ayni zamanda tuz stresine verilen cevaplar konusunda da fonksiyoneldir
(Wang ve ark., 2001). Ornegin 200 mM’ lik tuz uygulamalar1 piring koklerindeki JA
metil esterlerinin miktarin1 6nemli derecede artirmistir (Moons ve ark., 1997).
Poliaminler iki veya daha fazla sayida amino grubuna sahip olan polivalent
bilesiklerdir. Gelismis bitkilerde en yaygin olarak bulunan poliaminler putressin,
spermidin, spermin ve kadaverindir (Mansour, 2000). Tuz stresi etkisiyle
poliaminlerin dokulardaki birikimi konusunda bitki tiirlerine bagli olarak farklilik

goriilmektedir. Bazi arastirmalarda poliaminlerin tuza toleransli ve duyarli olan bitki



tiirlerindeki birikim oranlar1 karsilastirilmistir. Ornegin tuz stresine duyarli olan
piring (Katiyerve Dubey, 1990) ve domates (Aziz ve ark., 1998) bitkilerinde

poliamin birikiminin daha belirgin oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Bitkilerde biiyiime organize olmus ve diizenlenmis bir¢ok fizyolojik olay sonucunda
meydana gelir. Biyokiitle {iretimi sonucunda meydana gelen biiylime, net
fotosentezin bir Ol¢iisiidiir ve biiyiimeyi etkileyen c¢evresel stres faktorleri,
fotosentezi de etkiler. Bitkilerde, toprak tuzlulugu da dahil tiim stres faktorleri
fotosentetik pigment miktarinda, bu pigmentlerin 151k enerjisini absorblamasi ile
baslayan primer fotokimyasal olaylarda, tilakoid membranlarin ve iizerindeki
birimlerin yapisal organizasyonunda, elektron tasginim ve CO, fiksasyon
reaksiyonlarinin hizlarinda meydana gelen degisimler vasitasiyla algilanir (Biswal ve
ark., 2011; Mittal ve ark., 2012). Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar, tuz
stresinin kloroplast yapisinda bazi degisimlere neden olarak fotosentetik aktiviteyi
azaltigim gostermistir. Ornegin tuz stresi uygulanan patates bitkisinin mezofil
hiicrelerinde, kloroplastlardaki tilakoid membranlarin sistigi, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin ise tilakoidlerin tamamen par¢alanmasina neden oldugu rapor
edilmistir (Mitsuya ve ark., 2000). Tuz stresi altindaki bitkilerde fotosentetik pigment
miktar1 genellikle azalmaktadir. Agastian ve arkadaslar1 (2000), tuz uygulamalarinin
yash yapraklarda daha erken bir donemde klorosise neden oldugunu ve stres

stiresinin uzamasi durumunda bu yapraklarin absisyona ugradigini rapor etmistir.

Tuz stresinin bitkiler {izerindeki etkisi kisa ve uzun bir siiregte farkli mekanizmalarla
etkiler. Kisa siireli etkiler, tuz uygulamasindan sonra birkac saat veya birkac giin
icinde ortaya cikmaya baslar. Bu siire¢ stomalarin kapanmasi sonucunda karbon
asimilasyonunun yavaslamasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Tuz stresinin uzun siireli
etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in daha uzun bir siirenin ge¢mesi gerekir. Bu asamada
karbon asimilasyon hizinda meydana gelen azalmanin sebebi, tuz iyonlarinin
yapraklarda birikim gostermesi ile ortaya ¢ikan sodyum ve klor toksisitesidir (Munns
ve Termat, 1986).



Fotosentez  boyunca  kloroplastlarda  olusan  oksijen, elektron tasinim
reaksiyonlarindan gelen elektronlari alarak siiperoksit radikalini (O;") olusturabilir.
O, radikali de gesitli reaksiyonlar sonucunda hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil
radikali (OH") ve diger aktif oksijen tiirlerinin (AOT) olusmasina yol acar. O;”
radikali, H,O,, 'O, (singlet oksijen), HO, " (perhidroksi radikali) ve OH" radikali gibi
AOT’ ler oldukga reaktiftir ve toksik etkilere sahiptir. Bunlar proteinler, lipidler,
karbohidratlar ve DNA”’ da hasarlara neden olarak sonugta hiicre 6liimlerine yol agar.
Normal kosullar altinda AOT’ ler cesitli antioksidant savunma mekanizmalar ile
detoksifiye edilir (Foyer ve Noctor, 2005). Ancak tuzluluk, UV radyasyonu,
kuraklik, agir metaller, asir1 yiiksek ve diisiik sicakliklar, besin eksikligi, hava
kirliligi, herbisitler ve patojen saldirilar1 gibi biyotik ve abiyotik stres faktorleri,
AOT’ lerin olusum ve detoksifikasyon hizi arasindaki dengeyi bozabilir. Bu da
hiicresel yapilarda hasarlara neden olan AOT’ lerin hiicre i¢indeki miktarinin hizla
artmasina yol agar (Bhattachrjee, 2005). AOT’ ler bitki hiicrelerinde kloroplastlar
disinda mitokondriler, peroksizomlar, hiicre zar1 ve apopalstik bolge gibi yerlerde de

meydana gelebilir.

Bitkiler, c¢esitli stres faktorlerine maruz kaldiklar1 zaman dokularinda birikim hizi
artan AOT’ lerin toksik etkilerinden kendilerini korumak igin etkili bir antioksidant
sistem geligtirmistir. Antioksidant sistem, enzimatik ve enzimatik olmayan
bilesenlerden olusur. Siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD),
glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon transferaz (GT),
glutatyon peroksidaz (GPOX) ve katalaz (KAT) bu sistemin 6nemli baz1 enzimatik
bilesenlerini olusturur. Askorbik asit (C vitamini), glutatyon, karotenoidler,
flavonoidler ve a-tokoferol (E vitamini) ise enzimatik olmayan antioksidant
bilesiklerdir. Stres altindaki bitkilerde antioksidant enzim aktivitelerinde ve
antioksidant molekiillerin miktarinda meydana gelen degisimlerin arastiriimasi
oldukca 6nemlidir. Ciinkii bu degisimler farkl: bitki tiirlerinin ve ayni tiire ait farkli
genotiplerin herhangi bir stres faktoriine karsi tolerans ve duyarlilik derecesi
hakkinda bilgiler saglamaktadir. Diger 6nemli bir nokta da stres altindaki bitkilerde

antioksidant sistemin biitiin bilesenlerinin birbirleriyle uyum i¢inde c¢aligmasi
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zorunlulugudur. Ciinkii ancak bu kosullarda bitki hiicrelerinde olusan AOT’ lerin

etkili bir sekilde detoksifikasyonu miimkiin olmaktadir.

Bitkisel verimliligi etkileyen her tiirlii ¢evresel stres faktorii fotosentez olaymi da
etkilemektedir. Bu nedenle stres fizyolojisi ile ilgili ¢alismalarda en fazla incelenen
olaylardan biri de fotosentezdir. Glinlimiize kadar fotosentez hizinin veya
fotosentetik  aktivitenin Olgiilmesine yonelik birgok metod gelistirilmistir.
Giinlimiizde fotosentezin Ol¢lilmesinde kullanilan en modern ve hassas teknik
klorofil a floresansidir (Maxwell ve Johnson, 2000; Hunt, 2003; Baker ve
Rosenqvist, 2004). Klorofil a floresanst o6l¢iimleri ile fotosistem II’ nin (FS 1I)
durumu hakkinda bilgi elde edilmektedir. Klorofil molekiillerinin absorbladigi 151k
enerjisinin ne kadarimin FS II tarafindan kullanildig1 ve fazla 151k enerjisi nedeniyle
FS I’ de meydana gelen zararin boyutlar1 gibi konularda fikir vermektedir. Bu
teknigin sagladig1 en biiylik avantajlardan biri de, herhangi bir stres faktoriiniin gozle
goriiniir belirtilerinin gdzlenmesinden ¢ok daha once stres etkilerinin belirlenmesini
saglamasidir. Klorofil a floresansi dl¢iimleri ile bir bitkinin fotosentetik performansi
hakkinda degerli bilgiler elde edilmektedir. Floresans analizleri 6zellikle bitkilerin
herhangi bir stres faktoriinii tolere edebilme yetenegi ve bu stresin fotosentetik aygit
tizerinde neden oldugu zararin boyutlar1 hakkinda bilgi saglamaktadir (Maxwell ve

Johnson, 2000).

“JIP testi” giiniimiizde bitki stres fizyolojisi alaninda fotosentetik aygitin ¢evresel
faktorlerde meydana gelen degisimlere verdigi cevaplarin arastirilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Yusuf ve ark., 2010). Bu yontem FS II i¢erisinde meydana
gelen enerji giris ve ¢ikislart arasindaki dengeyi ifade eden basit esitliklere dayanir.
Boylece JIP testi hem absorblanan 1sik enerjisinin fotosentetik aygit icerisinde
izledigi yol ve bu enerjinin akibeti hakkinda hem de stres altindaki bitkilerde FS 1I’

nin yapisal ve fonksiyonel durumu hakkinda bilgiler saglamaktadir.

Bu ¢alismada, arpa (Hordeum vulgare L.)’ nin iki genotipinde (Erginel-90 ve Tokak
157/37) tuz stresi (120 mM) etkisiyle meydana gelen fizyolojik degisimler; bazi

bliylime parametreleri (kok boyu, govde boyu, kok ve gdvdenin taze ve kuru



1"

agirliklar, yapraklardaki oransal su miktar1 ve su eksiklik indeksi), fotokimyasal
aktivite (baz1 klorofil floresans parametreleri ve fotosentetik pigment miktarlari),
bazi oksidatif hasar indikatorleri (malondialdehit ve H,O, miktar1) ve bazi igsel
dayaniklilik mekanizmalar1 (prolin miktar1 ve bazi antioksidant enzimlerin

aktiviteleri) yoluyla aragtirilmis ve tuz toleransi ile iligkilendirilmeye ¢alisilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkilerde Biiyiime ve Gelisme

Biiyime canli organizmalarin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Biiyiime, bitkisel
organlarin boyutlarinda ve kuru madde birikiminde meydana gelen geri doniisiimii
olmayan artis olarak tanimlanmaktadir. Biiyiime ayn1 zamanda metabolik enerjiye
gereksinim duyan karmasik bir metabolik siirectir. Biiylimenin meydana gelmesi i¢in
hiicrelerdeki anabolik reaksiyonlarin katabolik reaksiyonlara gore daha hizli bir
sekilde meydana gelmesi gerekir (Larcher, 1995). Bu tanimiyla biiyiime sadece
kantitatif (nicel) degisimleri ifade etmektedir. Ancak bitki biiylimesi bazi yapisal
degisimlerle, 6zgiin yapisal elementlerin ve bitki yapisini meydana getiren cesitli
organlarin olusumuyla da yakindan ilgilidir. Bu tip degisimlere farklilagsma adi
verilir. Farklilasma olayr meristematik hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel olarak
0zellesmis doku ve organlara doniisiimiinii ifade etmektedir. Biiyiime ve farklilasma
birbirinden kesin sinirlarla ayrilamayan ve ontogenesis boyunca i¢ i¢e girmis olan

kavramlardir.

Tek hiicreli algler ve bakteriler gibi en ilkel organizmalarda hiicre hacmindeki artis
biliylimeyi saglar ve sonucta canli boliiniir. Gelismis bitkilerde ise biiylime olay1
bitkinin belli kisimlarinda bulunan embriyonik hiicrelerle (meristem) sinirhidir ve
hem hiicrelerin hacmi ile hem de sayisi ile ilgilidir. Meristematik hiicreler bitkinin
biitlin yasam siiresi boyunca aktiftir. Bu siire ¢cok yillik bitkiler i¢in yiizlerce yil
olabilirken, yaprak ve ¢icek meristemleri i¢in oldukca kisadir (Sebanek, 1992).

Bitki meristemleri bulunduklar1 bolgeye gore siniflandirilir. Apikal meristemler kok
ve gévdenin u¢ kisimlarinda veya uca yakin bolgelerde bulunur. Kok ve govdedeki

apikal meristemler bu organlarin uzama seklinde gerceklesen primer biiyiimesinden
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sorumludur. Vaskiiler kambiyum ve kabuk kambiyumu gibi lateral meristemler, kok
ve govdenin yan kisimlarinda bulunur ve bu organlarin enine kalinlasmasindan, yani
sekonder bilyiimesinden sorumludur. Interkalar meristemler ise yaprak
primordiyumlariin dip kisimlarinda ve gévde nodlarinin iist kisminda bulunur ve

organlarda boyuna biiylimeyi saglar (Yentiir, 2003).

2.2. Bitkilerde Biiyiimeyi Etkileyen Faktorler

Bitkilerde biiyiime ve gelisme olaylari, ortamin gesitli faktorleri ve her bitkinin
kendine 6zgli olan i¢ 6zelliklerine baglidir. Biiylime ve gelismeyi etkileyen ortam
faktorlerine eksojen faktorler veya dis faktorler, bitkiden kaynaklanan faktorlere de

endojen faktorler veya ic faktorler adi verilir.

2.2.1. Das faktorler

Isigin dalga boyu, yogunlugu ve siiresi gibi 0Ozellikleri bitkilerde biiylime ve
gelismeyi farkli sekillerde etkileyebilir. Ornegin bitkilerde birgok metabolik olay
tizerinde etkili olan 1s1k tipi, dalga boyu yaklasik 400-700 nm arasinda olan goriiniir
1siktir.  Gortiniir 151k bolgesinde bulunan mavi-mor ve kirmizi-turuncu 1siklar
fotosentetik elektron taginim reaksiyonlar1 i¢in gereklidir (Kadioglu, 2011). Mavi
151810 ayrica bitkilerde stoma hareketlerinde etkili oldugu bildirilmistir. Yiiksek
yogunluga sahip 1518in fotosentez {iizerinde fotoinhibisyona neden oldugu da
bilinmektedir. Tek yonlii olarak isiklandirilan bitki gdvdelerinin, biiyiime hizinda
meydana gelen farklilasmadan dolayr 1s183a yoOnelmesi fototropizma olarak
bilinmektedir. Isiklanma siiresinde (fotoperiyot) meydana gelen degisimler ise kisa
ve uzun giin bitkilerinde vejetatif evreden generatif evreye gecis zamanini belirleyen
bir faktordiir. Fotoperiyottaki degisimler ayn1 zamanda ¢ok yillik bitkilerde tomurcuk
dormansisi, donmaya dayanikli bitkilerde ise soguk aklimasyonu ve vernalizasyon
gibi olaylarin gergeklesmesi icin etkili olan g¢evresel faktorlerden biridir. Uygun
dalga boyuna ve siddete sahip 151k, bitklerde fotomorfogenez olaymin gerektigi gibi
gerceklesmesini saglamaktadir. Bunun disinda fotoblastik tohumlarda kirmizi ve

kirmizi 6tesi 151k, ¢imlenme olayi tizerinde etkilidir (Kadioglu, 2011).
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Ortam sicaklig1 da bitkilerde biiyiime ve gelismeyi etkileyen dissal bir faktordiir.
Bitkilerde biiylime hizinin yiiksek oldugu sicaklik derecesine optimum sicaklik adi
verilir. Biliylime hizim1 azaltan diisiik sicaklik degerine minimum, yiliksek sicaklik
degerine ise maksimum sicaklik denir. Bu sicaklik degerleri bitki tiiriine, genotipine
ve bitkinin yasina gére degisiklik gosterir. Ornegin bezelyede minimum ve optimum
sicaklik degerlerinin sirasiyla 1-5 °C ve 25-31 °C oldugu bildirilmistir. Sonbaharin
gelmesiyle birlikte azalan ortalama sicaklik degerleri donmaya dayanikli bitkilerde
soguk aklimasyonu icin bir sinyal olustururken, ilkbaharin gelmesiyle birlikte artan
ortalama sicaklik degerleri ise ciceklenme igin bir uyartt olusturur. Sicaklik
degisimlerinin ¢ok yillik bitkilerde tomurcuk dormansisi ile de yakindan iligkisi

vardir.

Toprakta bulunan su ve mineral madde miktar1 da bitki bliylimesini ve gelismesini
etkileyen dissal faktorlerdir. Topraktaki su miktarinin optimum degerin altina
diismesi kuraliga, iizerine ¢ikmasi ise sel stresine neden olur. Her iki durumda da
bitki biliylimesinde bir gerileme meydana gelir. Bitkiler topraktan su ile birlikte
¢Ozlinmis halde c¢esitli mineral maddeleri de alirlar. Bitkilerin nispeten daha fazla
gereksinim duyduklari1 mineral maddelere makroelement, daha az miktarda
gereksinim duyduklari mineral maddelere de mikroelement denir. iki grupta bulunan
mineral maddelerin topraktaki miktarinin artmasi ve azalmasi da bitki biiyiimesini
olumsuz etkilemektedir. Bunun diginda hem iklimsel faktorler hem de antropojenik
aktiviteler nedeniyle topraklarda zamanla tuzlanma goriilebilir. Bu durumda da
topraktaki tuz birikimi ve bitki tiiriine bagl olarak biiyiime ve gelismede yavaslama

meydana gelir.

Bunun disinda herbisitler, pestisitler, agir metaller endiistriyel faaliyetler sonucunda
atmosfere verilen baz1 Kkirletici gazlar da bitkilerde biiylime ve gelismeyi

etkilemektedir.
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2.2.2. I¢ faktorler

Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi etkileyen igsel faktorler arasinda en onemlisi bitki
hormonlaridir. Oksinler, giberellinler, sitokininler, absisik asit (ABA), etilen ve
poliaminler gibi hormonlarin miktarinda meydana gelen degisimler; bitkilerde tohum
¢imlenmesi, fide biiylimesi, yaprak genislemesi, dormansi, apikal dominansi,
senesens, vernalizasyon, ¢igeklenme, meyve ve tohum olusmasi ve olgunlagmasi gibi

bircok olay tizerinde etkilidir.

2.3. Bitkilerde Stres Kavrami

Bitkilerde biiylime ve gelisme ancak uygun cevresel kosullar altinda normal seyrinde
gerceklesebilir. Cevresel kosullarda meydana gelen her degisim, bitki biliylime ve
gelismesini de belirli oranda etkilemekte ve stres kavramini ortaya ¢ikarmaktadir.
Stres ilk olarak fizik biliminde, digsal bir gii¢ tarafindan bir sistem lizerinde meydana
getirilen gerilim anlaminda kullanilmis olan bir terimdir (Larcher, 1995). Ancak daha
sonraki donemlerde biyolojik anlamda da kullanilmaya baslanmigtir. Biyolojik olarak
stres, canlilik i¢in optimum olan kosullarda meydana gelen 6nemli degisimlerdir. Bu
degisimler de organizmada fonksiyonel cevaplarin olusmasimna neden olur. Levit
(1980) stres kavramini “canlilar i¢in uygun olmayan c¢evre kosullar1” olarak
tanimlamistir. Cassels ve Curry (2001)’ e gore stres “fizyolojik degisimlere, bedensel
zararlara ve hastalik olusturma kapasitesine sahip olan biyotik ve abiyotik faktorlerin
timii” olarak nitelendirilmistir. Buna gore stres terimi fizyolojik olarak “bitkilerde
bliyime ve gelismeyi yavaslatan veya durduran, iiriin miktar1 ve kalitesinde
azalmaya neden olan her tiirlii faktor” olarak tanimlanabilir. Stres faktorlerinin
bitkilerde olusturdugu hasarin, bitkinin bazi organlarinin veya tamaminin 6lmesine
neden olabilecegi de bildirilmistir (Hale ve Orcutt, 1987). Ancak stres faktorlerinin
olusturdugu zarar bitkinin ¢evreye genetik adaptasyon derecesine bagli olarak
degisir. Bu olgu degisik bitkilerin degisik bolgelerde en iyi sekilde yetismelerini
belirleyen temel faktordiir. Stres fizyolojisinde ayrica “sifir stres” olarak bilinen diger

bir kavram daha vardir. Ancak bu kavram sadece teorik bir anlama sahiptir. Ciinkii
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yeryliziinde bitki biiyiimesi ve gelismesi i¢in ideal bir ortama rastlamak miimkiin

degildir (Hale ve Orcutt, 1987).

Stres faktorleri tarih boyunca farkli sekillerde siniflandirilmistir. Ancak gliniimiizde
stres  faktorleri kokenlerine gore abiyotik ve biyotik faktorler olarak
siiflandirilmaktadir (Alexieva ve ark., 2003). Buna gore stres faktorleri, tarimsal
verimliligi azalttig1 gibi, yeni arazilerin tarimsal faaliyetler amaciyla kullanimini da
kisitlayan veya engelleyen bir etkendir. Bitki tiirlerinin stres faktorlerine verdikleri
morfolojik, anatomik ve metabolik cevaplar evrim siirecindeki dogal seleksiyonun
ortaya c¢ikmasina neden olmustur (Gaspar ve ark., 2002). Bu durumda bitkilerin
yapisal ve fonksiyonel anlamda sekillenmesini saglayan temel etkenler arasinda,
cevresel stres faktorleri 6nemli bir konuma sahiptir. Dogal kosullarda bitkiler, birden
fazla stres faktoriine ayni anda maruz kalmaktadir (Larcher, 1995). Sekil 2.1, bitki
bliylimesi ve gelismesi iizerinde etkili olan stres faktorlerinin siniflandirmasini

gostermektedir.

[liman iklimin hiikiim stirdiigii bolgelerde bir¢cok cevresel faktor hem giinliikk hem de
mevsimsel olarak biiyiik degisimler gosterir. Bu nedenle 1liman bolge bitkileri stres
faktorlerine daha yogun bir sekilde maruz kalir (Gaspar ve ark., 2002). Bu nedenle
bitki tiirlerinin metabolik aktiviteleri ile degisen ¢evresel kosullar arasinda bir

koordinasyon olusturmasi gerekir.
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, STRES FAKTORLERI \

Abiyotik Biyotik
Isik Bitkiler
+  Eksiklik *  Yogunluk
*  Fazlahk +  Allelopati
+  UVisik *  Parazit bitkiler
Sicakhk Mikroorganizmalar
*  Yiiksek sicakhk *  Virisler
*  Dusik sicakhk +  Bakteriler
* Donma *  Mantarlar
Su Hayvanlar
*  Kuruhava * Otlama
+  Kurutoprak *  Ezilme
*  Subaskini
insan etkileri
Gazlar *  Kirlenme
+  Oksijen eksikligi *  Tarimilaglan
*  Volkanik gazlar *  Toprak sertligi
*  Yangin
Mineral maddeler » iyonize radyasyon
+  Eksiklik *  Elektromagnetik alan
*  Fazlahk
*  Dengesizlik
*  Tuzluluk
+  Asitlik
*  Bazlik

Mekanik etkiler
*  Riizgar

* Erozyon

*+  GOmilme

*  Kar &rtiisi

*  Buztabakasi

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

Stres direnci veya stres dayanikliligi organizmanin olumsuz kosullar altinda
canliligint siirdiirme yetenegi olarak tanimlanmaktadir. Bir bitkinin strese karsi
gosterecegi direncin boyutu bir¢ok faktdre bagli olarak degisebilir. Bitki bazen bir
biitiin olarak strese direncli olabilirken, bazen de sadece bazi organlar1 direng
gosterebilir. Ornegin kuru tohumlar ve dormant tomurcuklar strese oldukca
direnglidir. Ancak meristemler ve sukulent organlar strese ¢cok duyarlidir. Bitkinin
strese maruz kaldigi donemde i¢inde bulundugu gelisme evresi de stres direncinin
boyutunun belirlenmesinde énemlidir. Ornegin geng bitki organlari, yashlara gore

stres faktorlerine cok daha duyarlidir (Hale ve Orcut, 1987). Stresin siiresi ve siddeti
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de diren¢ mekanizmasini etkileyen faktorler arasindadir (Bray ve ark., 2000). Buna
ilave olarak, bir tiire ait farkli gesit veya genotiplerin ayn1 strese verdikleri cevaplar

da degisebilmektedir (Dogru, 2006).

Levitt (1980)’ e gore stres direnci sakinma ve tolerans olmak {iizere iki kisim altinda
toplanmistir. Bu ayrim bitki metabolizmasi ile stres faktorii arasindaki termodinamik
etkilesimlerin varligina ve yokluguna gore yapilmistir. Stres sakinmasinda bitki
karsilastig1 stres faktoriinii fiziksel veya metabolik bir bariyerle disarida birakmakta
ve stres faktorii ile termodinamik bir etkilesime girmekten kendini korumaktadir.
Ornegin ¢61 ortaminda yasayan bitkilerin sahip oldugu sukulent organlar, bu
bitkilerin kuraklik stresinden sakinmasini saglamaktadir. Tolerans mekanizmasinda
ise bitki metabolizmasi ile stres faktorii arasinda termodinamik bir etkilesim s6z
konusudur. Ancak sonugta bitki ya bu stres faktoriinden zarar gérmemekte ya da
olusan zarar onarilmaktadir. Evrimsel siirecte dogal seleksiyonun, stres direncinin
saglanmast konusunda daha etkili olan sakinma mekanizmasi1 yoniinde meydana

geldigi rapor edilmistir (Hale ve Orcutt, 1987).

Stres fizyolojisinde Onemli olan iki kavram daha vardir. Bunlardan biri olan
“adaptasyon” bitkilerin uzun siireli g¢evresel degisimlere verdigi genotipik bir
cevaptir (Huner ve ark., 1998). Buna gore adaptasyon sonucunda meydana gelen
genetik degisiklikler stabildir ve populasyonda bir¢ok kusak boyunca korunmaktadir.
“Aklimasyon” ya da “uyum” ise genetik yapida herhangi bir degisim olmaksizin,
degisen ortam kosullarina verilen fenotipik bir cevaptir (Huner ve ark., 1998). Yani
bitkiler ¢evresel kosullar degistik¢e fizyolojik ve yapisal anlamda bazi degisimler
sergileyebilmektedir. Kisa siireli uyumda bitki metabolizmasi ve biiylimesinde
degisen cevresel kosullara gore yeni diizenlemeler gozlenir. Ornegin transkripsiyon,
translasyon, protein sentez hizi ile hormonal dengede degisimler meydana gelir.
Uzun stireli uyumda bitkiler ¢esitli organlarimi kaybedebilir. Ancak bu organlarin
tekrar olusup biiylimesi sonucu bitki yeni bir morfolojik ve anatomik yap1 kazanir
(Gaspar ve ark., 2002). Stres kosullarinda ¢esitli faktorlere bagli olarak bitkilerin

olusturabilecegi cevaplar Sekil 2.2.” de verilmistir.
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Stres dzellikleri Bitki Gzellkleri Olugan cevaplar Sonug

Stresin siddeti
Stres aftindaki doku veya organ u,Y W
(CanliEin devami
Stresin siiresi
ADAPTASYON
Gelisim evresi (CanliiEm devami
Strese maruz
alma sayisi
Genotip
Stres kombinasyonlan

Sekil 2.2. Cesitli faktorlere bagli olarak bitkilerin olusturabilecegi stres cevaplari (Dogru, 2006).

2.3.1. Tuz stresi

Tuz stresi bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen en Onemli
cevresel stres faktorlerinden biridir (Allakhverdiev ve ark., 2000). Tuzlu topraklarla
ilgili ilk kayitlara MO 2400’ 1ii yillarda Irak’ taki Dicle-Firat aliivyon ovasindaki
topraklar hakkindaki kayitlarda rastlanmistir (Russel ve ark., 1965). Tuzluluktan
etkilenen topraklara nemli tropik bolgelerden kutuplara kadar ¢ok cesitli iklim
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rejimlerinde rastlanabilir. Ayn1 zamanda tuzlanma deniz seviyesinin altindaki
(Oliideniz) ve binlerce metre iizerindeki (Tibet Platosu ve Kayalik Daglari)
topraklarda da goriilmektedir. Sonug¢ olarak toprak tuzlulugu sadece ¢ollerle smirl
bir kavram degildir (Singh ve Chatrath, 2001). Yeryliziindeki tiim topraklar, kalitesi

ve kaynagi ne olursa olsun tiim su kaynaklar1 mutlaka belli oranda tuz igermektedir.

Yurdumuz topraklarinin yaklasik 1,5 milyon hektarlik kismi tuzluluk sorunuyla karsi
karstyadir. Rhoades (1998), Avustralya, Cin, Misir, Hindistan, Irak, Meksika,
Pakistan, Rusya ve Suriye ile birlikte iilkemiz topraklarimin da ciddi anlamda tuz
stresi tehlikesi ile karsi karsiya oldugunu bildirmistir. Yeryiiziinde ise 800 milyon
hektardan fazla alan tuzluluktan etkilenmektedir ve bu alan diinyanin tiim karasal
alanlarinin % 6’ sindan fazladir. Kuru tarim yapilan 150 milyon hektarlik alanin 32
milyon hektar1 gesitli oranlarda ikincil tuzluluk tehdidi altindadir. Sulama yapilan
230 milyon hektar alanin 45 milyon hektar1 tuzdan etkilenmektedir. Ekilebilir
alanlarda gozlenen bu boyuttaki tuz birikiminin, o6zellikle iiriin verimi ve
kalitesindeki azalmaya bagl olarak biiyiik ekonomik kayiplara da neden olacagi 6n

goriilmektedir (Yilmaz ve ark., 2011).

2.3.2. Toprak tuzlulugunun tipleri ve topragin tuzlanma nedenleri

Bir topragin tuzlu olarak tanimlanabilmesi i¢in bitki biiyiimesini olumsuz yonde
etkileyecek derecede ¢Oziiniir tuzlart icermesi gerekir. Topraklardaki tuz
konsantrasyonu toprak c¢ozeltisinin elektriksel iletkenlik degeri ile oOlciiliir.
Giiniimiizde eger bir topragin elektriksel iletkenlik degeri 4 dS m™ veya daha fazla
ise o toprak tuzlanmis olarak kabul edilmektedir. Bu iletkenlik degeri yaklasik olarak
40 mM’ lik bir konsantrasyona karsilik gelmektedir. Ancak birgok bitki tiirii 4 dS m™’
den daha diisiik elektriksel iletkenlige sahip ortamlarda bile tuz stresinden
etkilenebilir. Bu durum 6zellikle evapotranspirasyon hizinin yiiksek ve topraktaki su

miktarmin diisiik oldugu bolgeler i¢in gegerlidir (Chinnusamy ve ark., 2005).

Primer tuzluluk, tuz bilesiklerinin hem toprak hem de yeralti sularinda uzun siire

icinde birikim gostermesinden kaynaklanmaktadir. Primer tuzlulugun iki tane dogal
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sebebi vardir. Bunlardan birincisi, ¢Oziinlir tuz bilesiklerini igeren ana kaya
materyalinin aginmasidir. Bu asinma sonucunda kayalar parcalanirlar ve sodyum,
kalsiyum ve magnezyum Kkloriir ile siilfat ve karbonat formundaki tuz bilesikleri
toprak yapisina katilir. Bu tuz bilesikleri arasinda ¢oziiniirliikk derecesi en fazla olani
sodyum kloriirdiir (NaCl) (Kadiglu, 2011). Ikinci sebep ise yagmur ve riizgar
vasitastyla okyanus suyunun yapisindaki tuz bilesiklerinin karalara ulagmasi ve
topragin yapisina katilmasidir. Genellikle i¢ kesimlere riizgarla taginan bu tip tuzlara
“siklik tuzlar” ad1 verilir ve bunlar ¢ogunlukla sodyum kloriir formundadir. Yagmur
suyu da 6-50 ppm civarinda tuz igerir ancak yagmur suyundaki tuz miktar1 kiyidan
uzaklastikga azalir. 10 ppm civarinda tuz iceren yagmur suyu vasitasiyla karalara
yilda yaklasik 10 kg ha' tuz ilavesi gerceklesir. “Gegici tuzluluk” terimi ise,
bitkilerin kdk bolgesinde mevsimsel ve spatial varyasyona bagli olarak meydana
gelen tuz birikimini ifade eder. Gegici tuzluluk yeralt1 sulartyla veya taban suyunun
yiikkselmesinden etkilenmez (Rengasamy, 2002). Gegici tuzlulugun derecesi

mevsimsel yagis miktarina bagli olarak derinlige gore degisiklik gosterir.

Sekonder tuzlanma insan aktiviteleri sonucunda yagis miktar ile bitkilerin kullandig1
su miktar1 arasindaki dengenin, yani topraktaki hidrolojik dengenin degismesi
sonucu ortaya c¢ikar. Bunun en yaygin sebepleri arasinda arazilerdeki c¢ok yillik
bitkiler yerine tek yillik bitki yogunlugunun artirilmasi, yetersiz drenaj ve sulama
sularmin yapisindaki tuz bilesikleri sayilabilir. insan etkisinin olmadigi durumlarda
kurak ve yar1 kurak bolgelerde yagis miktar ile bitkiler tarafindan kullanilan su
miktar arasinda bir denge vardir (Kadioglu, 2011). Daha derin kok sistemine sahip
olan ¢ok yillik bitkiler, topraktaki taban suyunun yiizeyin daha altinda bulunmasimi
saglar. Bitki Ortiisiiniin degistirilmesi ve sulama olay1 ile denge bozulur ve topraktaki
su miktar1 bitkilerin kullanabilecegi seviyenin lizerine ¢ikar. Sonugta taban suyunun
yiikselmesiyle topragin daha alt tabakalarinda bulunan tuz bilesikleri kok bolgesine
taginir. Bitkiler suyu kokleriyle aldikc¢a toprak daha tuzlu bir hale doniisiir. Taban
suyu ylikselmeye devam ettikge tuz bilesikleri de yiikselir ve toprak yilizeyinden
suyun buharlagmasiyla tuzlar toprak ylizeyinde bir tabaka olusturmaya baslar. Tuzlar
ayn1 zamanda topragin derinliklerine dogru inerek yeralti sularinin yapisina da

girebilir (Kadioglu, 2011). Tuzlu topraklarda Na*, Ca™, Mg™, K" katyonlarimin yani
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sira, CI, SO, (siilfat), HCO; (bikarbonat), COs? (karbonat) ve NOj (nitrat)
anyonlar1 bulunmaktadir (Tanji, 2002).

Sulamanin yapildig1 birgok bolgede, hem asir1 sulamadan hem de zayif drenajdan
dolay1 taban suyu yiikselir. Sulama suyunun kalitesi ne kadar yiiksek olursa olsun
topragin yapisina 200-500 ppm civarinda tuzun katilmasina neden olur. Ornegin 500
ppm civarinda tuz i¢eren sulama suyu, her 1.000 m° suyla birlikte topraga yilda 0,5
ton tuz ilavesine yol acar. Tarimsal bitkilerin her yil hektar basina yaklasik 6.000-
10.000 m® suya gereksinim duydugu diisiiniiliirse, bir hektarlik alana yilda yaklasik
3-5 ton tuz girisi olur. Tarimsal bitkiler aracilig1 ile topraktan uzaklastirilan tuz
miktar1 ithmal edilecek kadar az oldugundan, kok bolgesinde stirekli bir tuz birikimi
meydana gelir ve bu tuzun wuzaklastirilabilmesi i¢in bitkilerin gereksinim
duydugundan ¢ok daha fazla suyun topraga verilmesi gerekir. Eger boyle bir ortamda
drenaj da zayif ise su fazlaligi tuzlarin kok bolgesine tasimmasia sebep olur.
Bitkilerin uygulanan suyun tamamini kullanamamasi durumunda da su baskinlari

gozlenir (Kadioglu, 2011).

2.3.3. Tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkisi ve tuz toleransi

Tuz stresi 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitki biiylimesini ve gelismesini
olumsuz yonde etkileyen en onemli stres faktorlerinden biridir (Shannon, 1998).
Tuzlulugun bitkiler iizerindeki zararli etkileri arasinda toprak cozeltisinin ozmotik
potansiyelini diisiirerek fizyolojik kurakliga neden olmasi, mineral madde beslenmesi
konusunda dengesizlige neden olmasi ve tuz iyonlarmin spesifik toksik etkisi
sayilabilir (Ashraf, 1994; Marschner, 1995). Bunlarin hepsi bitki biiylimesi ve
gelismesi tlizerinde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyede cok yonli
olumsuz etkilere yol agmaktadir (Levitt, 1980; Gorham ve ark., 1985; Winicov,
1998; Mansour, 2000; Munns, 2002; Tester, 2003). Birgok bitki tiirli tuz stresine
oldukca duyarhidir ve bu grupta yer alan bitkilere genel olarak “glikofit” ad1 verilir.
Glikofit bitkiler genellikle 100-200 mM’ Uik tuz konsantrasyonlarinda bile
canliliklarmi stirdiiremez. Munns ve Termaat (1986) bunun nedeni olarak glikofit

bitkilerin evrimsel siire¢ boyunca diisiik tuz konsantrasyonuna sahip alanlarda yayilis
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gosterdikleri icin tuz toleransit gelisimini gergeklestirememis olmalarini ileri
stirmiistiir. Ancak “halofitler” 300-400 mM gibi olduk¢a yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip olan topraklarda biiyiiyebilen ve yasam dongiilerini
tamamlayabilen bitki tilirlerini igermektedir. Halofit bitkiler filogenetik adaptasyon
siiregleri boyunca tuz toleranst gelistirdikleri i¢in asir1 tuzlu topraklarda

biiyliyebilmektedir.

Tuz stresine duyarli ve toleransli olan bitkilerde, yapraklardaki tuz
konsantrasyonunun toksik seviyeye ulagsmasi zaman almaktadir. Bu slire tuz stresinin
siddetine ve bitki tiirline baglh olarak haftalar hatta aylar almaktadir. Bu konuda tuz
stresinin ozmotik ve iyon etkisinden kaynaklanan “iki fazli etki modeli” Sekil 2.3.
de gosterilmistir (Munns ve ark., 1995). Buna gore birinci fazda (ozmotik faz) tuz
stresine hem duyarli hem de toleransli olan bitkilerde biiylime hizi, tuzun neden
oldugu ozmotik etkiden dolay1 yavaglamaktadir. Ozmotik faz, kok ¢evresindeki tuz
konsantrasyonunun bitkinin topraktan su almasini zorlastiracak esik degere
ulagsmasindan hemen sonra baslamakta ve sonucta gdvdenin biiyiime hizi 6nemli
oranda azalmaktadir. Bu sartlar altinda bitkinin verdigi ilk cevap stomalarin
kapatilmasidir. Ancak hem atmosferle yaprak hiicreleri arasindaki su potansiyeli
farki hem de karbon fiksasyonunun devam etmesine duyulan gereksinim yiiziinden
bu uzun vadeli bir tolerans cevabi olarak kabul edilmektedir (Hasegawa ve ark.,
2000). Govde biiyiimesinin kok bitylimesine gore tuzun neden oldugu ozmotik strese
daha duyarli olmasinin nedeni muhtemelen yaprak alanindaki azalmanin bitkinin su
kullanim oranim1 azaltmasidir (Munns ve Tester, 2008). Tuz stresine duyarli olan
bitkilerde yaprak biiylimesindeki inhibisyonunun sebeplerinden birinin, kalsiyum
tyonlarinin kok ksilemine yiliklenmesinin engellenmesi olabilecegi ileri stirtilmiigtiir

(Lauchli ve Grattan, 2007).
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Sekil 2.3. Tuz stresi altindaki bitkilerde iki fazli etki modeli (Munns, 1995).

Ikinci evrede (iyon etkisi evresi) ise transpirasyon akimi ile tasman sodyum
iyonlarmin yapraklarda birikim gdstermesi s6z konusudur (Munns, 2002). Sodyum
birikimi artik biiylimesi durmus ve hiicre 6z suyundaki tuz konsantrasyonunu
seyreltme yetenegini kaybetmis olan yagh yapraklarda toksik etkiler yapabilmektedir.
Tuz stresi altindaki bir bitkide eger yash yapraklarin 6lme orani yeni yapraklarin
olusma oranindan yiiksekse, fotosentetik aktivite genc yapraklarin karbohidrat
gereksinimini karsilayamamakta ve sonug olarak biiylime hiz1 azalmaktadir (Munns
ve Tester, 2008). Fotosentetik dokulardaki sodyum birikiminin, karbon fiksasyon
reaksiyonlar1 ile klorofil ve karotenoid sentezi ile ilgili enzimlerin aktivitesini
azalttig1 rapor edilmistir (Davenport ve ark., 2005). Tuza duyarh bitkilerde ayrica
fotosentetik aktivitenin azalmasi, bazi aktif oksijen tiirlerinin (AOT) olusum hizim

artirmakta ve AOT” ler de hiicresel hasarlara yol agmaktdir (Foyer ve Noctor, 2003).
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2.4. Tuz Stresinin Bitkiler Uzerindeki Genel Etkileri

2.4.1. Bitkilerde baz bityiime parametreleri iizerine etKkisi

Tuz stresinin gozlemlenen ilk etkilerinden biri bitkilerde biliylime hizinin azalmasidir.
Munns (2002), tuz uygulamasindan c¢ok kisa bir siire sonra bitki hiicrelerinin su
kaybederek hacimlerinin azaldigim1 bildirmistir. Daha sonra hiicreler orjinal
boyutlarin1 tekrar kazanmakla birlikte, k6k ve yapraklarin biiylime hizinin kontrol
bitkilerine gore diisiikk oldugunu rapor etmistir (Munns, 2002). Tuz stresine maruz
kalma siiresi arttikca meristematik hiicrelerdeki mitoz bolinme hizi azalmakta,
vejetatif ve generatif gelismede farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (Munns, 2002). Tek
yillik bitkilerde bu degisimlerin meydana gelmesi icin tiire ve tuz stresinin siddetine
bagli olarak giinlerle veya haftalarla ifade edilecek bir siire gerekirken, ¢ok yillik
bitkilerde bu siire ¢ok daha uzundur. Bitkilerin tuz stresine erken fide déneminde ¢ok
daha duyarli olduklar1 bilinmektedir. Ornegin Hasanuzzaman ve arkadaslar1 (2009)
yaptiklari bir ¢alismada, tuz stresinin piring bitkilerinde erken fide doneminde toplam
bitki boyunu ve yaprak alanini1 6nemli derecede azalttigini belirlemislerdir. Suaeda
salsa’ da yapilan bir ¢alismada ise tuz stresinin toplam bitki boyunu, olusan yan dal
sayist ve boyunun yani sira gévde kalinligin1 6nemli oranda azalttigi gozlenmistir
(Guan ve ark., 2011). Papp ve arkadaslar1 (1983), seker pancar1 bitkisinde mitoz
boliinme hizinin yapraklarin ilk olusum evresinde tuz stresinden etkilenmedigini,
ancak yaprak genislemesi evresinde belli oranda inhibe edildigini rapor etmistir.
Dogru (2014), tuz stresinin bazi misir genotiplerinde kok, bazilarinda ise govde
biiylimesini inhibe ettigini ve bunun tuz alinimi ve taginimi konusunda genotipe bagl
farkliliklardan kaynaklanmig olabilecegini ileri siirmiistiir. Amaranthus tricolor’ da
yapilan bir ¢alismada, uygulanan tuz konsantrasyonunun artigsina bagli olarak yaprak
genisleme hizinin azaldigi belirlenmistir (Wang ve Nil, 2000). Zaimoglu ve Dogru
(2016), ise tuz stresinin bazi misir genotiplerinde govde biiylimesini koklere gore
daha belirgin sekilde inhibe ettigini ve gdovde biliylimesinin tuza daha duyarh

oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
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Tuz stresi bitkilerde cesitli organlarin taze ve kuru agirliklar iizerinde de etkili
olmaktadir (Hernandez ve ark., 1995; Dinar ve ark., 1999; Chartzoulakis ve Klapaki,
2000). Ornegin Raphanus sativus’ da tuz stresi uygulamalar1 sonucu toplam bitki
kuru agirliginin azaldigi belirlenmistir (Marcelis ve van Hoijdonk, 1999). Kurbak ve
arkadaslar1 (1999), ise diisiik tuz konsantrasyonlarinin (50 mM) Alhagi pseudoalhagi
bitkisinde toplam bitki agirhigini artirdigini, ancak 200 ve 300 mM’ lik tuz
uygulamalarinin azalttigin1  bildirmistir.  Yapilan diger bir ¢alismada domates
bitkilerinde artan tuz konsantrasyonlarina parallel olarak kok ve govde biiylimesi,
govde agirligl, bitki basima yaprak sayist ve kok yiizey alani gibi parametrelerde
kontrole gore Onemli derecede azalmanin meydana geldigi rapor edilmistir
(Mohammad ve ark., 1998). Meloni ve arkadaslar1 (2001), tuz stresi altindaki pamuk
bitkilerinde kok, gévde ve yaprak agirliklarinin azaldigini gézlemlemistir. Zaimoglu
ve Dogru (2016), 300 ve 500 mM” lik tuz uygulamalarinin iki misir genotipinde kok
ve govdenin taze ve kuru agirliklart ile koklerdeki dehidrogenaz aktivitesini kontrole
gore 6nemli oranda azalttigini belirlemistir. Tuz stresi altindaki bitkilerde biyomas
birikiminde gozlenen azalma ¢ogunlukla iyon dengesizligine baglanmaktdir. Tuz
stresi bitkilerde generatif gelisme evresinde de bazi olaylar tizerinde etkili
olmaktadir. Ornegin Khatun ve Flowers (1995), 10 mM’ lik tuz uygulamasinin piring
bitkilerinde steril ¢igek olusumunu artirdigini, tohum olusumunu ise % 38 oraninda

azalttigin bildirmistir.

2.4.2. Bitkilerde su iliskileri iizerine etKkisi

Bitki dokularindaki su miktarin1 diizenleyen mekanizma suyun almimi ve
kaybedilmesi ile ilgilidir. Tuz stresi altindaki bitkilerin dokularindaki su miktar tiire
ve aymi tlirlin genotiplerine bagli olarak degisebilmektedir. Tuzlu kosullarda
dokularindaki su miktar1 daha fazla olan bitkiler tuza daha toleransli olarak kabul
edilmektedir. Glinlimiizde yapraklarin sahip oldugu su miktarinin, bitkilerin genel su
durumunun belirlenmesinde en giivenilir indikator oldugu degerlendirilmektedir.
Bitkilerde uygulanan tuz konsantrasyonu arttikga su potansiyeli ve ozmotik
potansiyelin daha negatif degerlere sahip oldugu, turgor basincinin ise arttigi
belirlenmistir (Hernandez ve ark., 1999; Meloni ve ark., 2001; Khan, 2001;
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Romeroaranda ve ark., 2001; Ahmad ve ark., 2012). Baz1 arastiricilar tuza duyarli
olan bitki tiirlerinin ve genotiplerinin yapraklarinda daha yiiksek turgor basincinin
bulundugunu ileri siirmiistiir (Ashraf, 2004; Ahmad ve Sharma, 2010). Aziz ve Khan
(2001) artan tuz konsantrasyonlarmna bagli olarak Rhizophora mucronata’ da
yapraklarin su ve ozmotik potansiyeli ile ksilem geriliminin arttigin1 rapor etmistir.
Benzer sekilde Chrysanthemum’ a uygulanan yiiksek tuz konsantrasyonlari
yapraklarin ozmotik potansiyelini azaltmistir (Matsumara ve ark., 1998). Hint
keneviri bitkisinde de kisa siireli tuz stresi uygulamalari oransal su miktari,
transpirasyon hizi, yaprak su potansiyeli, su alinimi ve suyun kullanim etkinligi
azalmistir (Chaudhuri ve Choudhuri, 1997). Halofit bir bitki olan Urochondra
setulosa’ da yiiksek tuz konsantrasyonlarinda su potansiyeli, ozmotik potansiyel ve
stoma iletkenlik derecesi daha negative degerlere ulasirken; basing potansiyeli
azalmistir (Gulzar ve ark., 2003). Yine halofit bir bitki olan S. salsa’ da ise tuz stresi
yapraklarin su potansiyelini ve evaporasyon hizini azaltirken, yapraklarin oransal su
miktarinda degisime neden olmamustir (Lu ve ark., 2002). Dogru (2014) ise tuz stresi
altindaki iki musir genotipinin yapraklarinda oransal su miktarinin azaldigini, su

eksiklik indeksinin ise arttigin1 bildirmistir.

2.4.3. Coziiniir karbohidratlar iizerine etkisi

Yapilan arastirmalar, diger organik bilesiklerle karsilastirildiginda, sekerlerin tuz
stresi altindaki glikofitlerde ozmotik potansiyelin diizenlenmesi konusunda yaklasik
% 50’ lik bir paya sahip oldugunu gostermistir (Cram, 1976). Bitkilerde net CO,
asimilasyonundaki azalmaya ragmen, tuz ve kuraklik stresi sonucu ¢oziiniir
karbohidratlarin  birikim gosterdigi belirlenmistir (Popp ve Smirnoff, 1995;
Murakeozy ve ark., 2003). Yapilan bazi1 ¢alismalarda da tuz toleransi ile ¢oziiniir
karbohidrat birikiminin boyutu arasindaki iliski ortaya konulmustur. Ashraf ve Tufail
(1995) tuz tolerans1 bakimindan farklilik gosteren 5 aygicegi genotipinde ¢oziiniir
seker miktarini arastirmiglar, tiim genotiplerde ¢oziinlir seker miktarinin arttigin
ancak tuza toleransli olan genotipde bu birikimin daha belirgin oldugunu

belirlemislerdir. Aspirde ise tuz stresi uygulamalar1 sonucunda tuz toleransinin



28

¢Oziiniir seker birikimi ile korelasyon gostermedigi ortaya g¢ikarilmistir (Ashraf ve

Fatima, 1995).

Bir disakkarit olan trehaloz adli karbohidratin bir¢ok organizmada g¢esitli stres
faktorlerinin etkisiyle sentezlendigi belirlenmistir (Crowe ve ark., 1984; Hounsa ve
ark., 1998). Trehaloz su kaybina yol agan stres faktorlerine maruz kalan bitki
hiicrelerinde membran ve proteinlerin korunmasini saglar (Garcia ve ark., 1997,
Goddijn ve van Dun, 1999) ve denatiire olmus proteinlerin agregasyonunu azaltir
(Singer ve Lindquist, 1998). Yamada ve arkadaslar1 (2003), trehalozun apoptotik
hiicre dliimlerini baskiladigini bildirmistir. Trehalozun 6nemli tarimsal bitkileri de
iceren bir¢ok vaskiiler bitki dokularinda eser miktarda bulundugu bilinmektedir. Tuz
stresi altindaki yulaf kok ve nodiillerinde trehaloz birikiminin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda gerceklesmesi, bu sekerin ozmoregiilasyondaki roliiniin ¢ok
kiigiik oldugunu gostermektedir (Fougere ve ark., 1991). Escherichia coli’ nin
trehaloz biyosentetik genlerinin (ots4 and otsB) piring bitkisinde 6nemli oranda
ekspreslendigi de ortaya ¢ikarilmistir (Garg ve ark., 2002). Benzer sekilde transgenik
tiplerde tuz, kuraklik ve diisiik sicaklik stresi kosullarinda biiyiimenin devam ettigi,
fotooksidatif hasarin daha az oldugu ve mineral dengesinin daha saglikli bir sekilde
saglandig1 gozlenmistir. Transgenik piring bitkilerindeki trehaloz birikimi, transgenik
olmayanlara gore 3-10 kat daha fazladir. E. coli’ nin trehaloz-6-fosfat sentaz ve
trehaloz-6-fosfat fosfataz genlerine sahip olan piring bitkilerinde de trehaloz
birikiminin ve bazi abiyotik stres faktdrlerine tolerans derecesinin arttig1 goriilmiistiir
(Jang ve ark., 2003). Trehalozun tuz toleransindaki fonksiyonunun anlasilabilmesi

i¢cin daha fazla sayida bitki tiirlinde arastirmalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

Tuz stresine cevap olarak ¢Ozilinlir sekerlerin birikiminde goriilen Onemli
varyasyonlar, tuza tolerant olan birgok tiir ve genotipte gézlenmistir. Sonug olarak
sekerlerin bitkilerde tuz toleransinin saglanmasi ile ilgili rolleri belli oranda
tartismalidir. Ancak ¢Ozilinlir sekerlerin tuz toleransi konusunda potansiyel birer

indikator olduklar1 olasilig1 g6z ardi edilmemelidir.
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2.4.4. Coziiniir proteinler iizerine etkisi

Bitkilerde tuz stresi ile indiiklenen bir¢ok protein tanimlanmis ve iki grup altinda
toplanmistir (Hurkman ve ark., 1989; Pareek ve ark., 1997; Ali ve ark., 1999).
Bunlardan birincisi sadece tuz stresi kosullarinda sentezlenen “tuz stresi proteinleri”,
digeri de tuz stresi disinda yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, sel, mineral madde
eksikligi ve fazlaligi durumunda sentezlenen “stresle ilgili proteinler” dir. Bitkilerde
tuz stresi altinda sentezlenen proteinler, stres kosullar1 ortadan kalktiktan sonra
kullanilmak tiizere azotun depolanmasini sagladigi gibi ozmotik regiilasyona da
katkida bulunur (Singh ve ark., 1987). Bu tip proteinler tuz stresinin baslamasindan
sonra de novo olarak sentezlenebilecegi gibi, dokularda diisiik konsantrasyonlarda
bulunurken stresle birlikte miktarlar1 artabilir (Pareek ve ark., 1997). Tuz stresi ile
indiiklenen proteinlere Ornek olarak tiitiinde tanimlanan 26 kDa’ lik ozmotin
verilebilir (Singh ve ark., 1987). Tuz stresine maruz birakilan Mesembryanthemum
crystallinum’ da da ozmotin benzeri bir protein belirlenmistir (Thomas ve Bohnert,
1993). Arpada ise immiinolojik olarak ozmotinle ilgili olmayan ve germin adi verilen
iki tane 26 kDa’ lik proteinin tuz stresine cevap olarak sentezlendigi gdézlenmistir
(Hurkman ve ark., 1991). Benzer sekilde turpta tuz stresi uygulamalari ile 22 kDa
(Lopez ve ark., 1994), Eleusine coracana’da ise 54 ve 23-24 kDa’ lik proteinlerin
(Uma ve ark., 1995), tuz ve kuraklik stresi sonucu indiiklendigi rapor edilmistir. Tuz
ve bor stresi etkileri ile ilgili yapilan bir ¢alismada da her iki stres tipinin hiicreler
arast bolgelerdeki protein kompozisyonunda kantitatif ve kalitatif degisikliklere yol
actif1 belirlenmistir (Wimmer ve ark., 2003). Ozellikle 25 ve 33 kDa’ lik iki
proteinin miktarinda gozlenen degisimlerin hiicre ¢eperinde yapisal modifikasyonlara
neden oldugu goriilmiistiir. LEA (late embryogenesis abundant) proteinlerinden iki
tanesini (PMA80O ve PMAI1959) igeren transgenik piring bitkilerinde, ikinci
generasyona ait bireylerin dokularinda kuraklik ve tuz stresi uygulamalari1 sonucunda
hem bu iki protein miktarinin hem de iki stres faktoriine toleransin arttig1
gozlenmistir (Cheng ve ark., 2002). Bruguiera sexangula’ da tuz toleransinin
artmasine neden olan spesifik bir protein (allen oksid siklaz) tanimlanmis ve bu
proteinin ekspreslendigi Saccharomyces cerevisiae ve tiitiinde tuz toleransinin arttigi

anlasilmistir (Yamada ve ark., 2002).
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Tuz stresine toleransl olan arpa (Hurkman ve ark., 1989), aycicegi (Ashraf ve Tufail,
1995), dar1 (Uma ve ark., 1995) ve piring (Pareek ve ark., 1997; Rains, 1989; Lutts
ve ark., 1996), bitkilerinde de, toleransli olmayanlara gore c¢Oziiniir protein
miktarinin daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bugdayda yapilan bir ¢alismada
da tuz stresi altinda duyarli olan genotiplerin dokularindaki c¢oziiniir protein
birikiminin daha belirgin oldugu gosterilmistir (Ashraf ve O’Leary, 1999). Bugday
genotiplerinde ise tuz stresi sonucunda iki bugday genotipinin dokularinda polipeptid
profilinde meydana gelen degisimlerin sadece kantitatif oldugu, 29 ve 48 kDa’ lik iki
proteinin dokulardaki miktarinin azaldigi belirlenmistir. Ancak protein profilinde
meydana gelen kantitatif degisimler tuz stresi kosullarinda bazi metabolik

mekanizmalarin diizenlenmesinden sorumlu olabilir (Sarhan ve Perras, 1987).

Su mercimeginde ise tuz stresinin tuz toleransindan bagimsiz olarak yapraklardaki
¢Oziiniir protein miktarini azalttigi gézlenmistir (Ashraf ve Waheed, 1993). Benzer
sekilde aspir (Ashraf ve Fatima, 1995), Melilotus indica ve Eruca sativa’ da (Ashraf,
1994) yapraklardaki ¢oziiniir protein miktari, tuza toleransli olan ve olmayan
genotiplerde, farklilik gostermemistir. Pareek ve arkadaglari (1997) stres
proteinlerinin tuz toleransinin gelistirilmesi konusunda 6nemli molekiiler indikatorler
oldugunu ileri slirmiiglerdir. Ancak yukarida bahsedilen arastirma sonuglari, bunun

bitki tiirline ve genotipine bagl olarak degisebilecegini gostermektedir.

2.4.5. Amino asitler ve amidler uizerine etKisi

Amino asitlerin tuz stresi altindaki bitkilerde birikim gosterdigi bilinmektedir (Johns,
1981; Ashraf, 1994; Mansour, 2000). Alanin, arjinin, glisin, serin, 16sin ve valin
amino asitlere; sitriillin ve ornitin proteinik olmayan amino asitlere; prolin ise imino
asitlere ornek olarak verilebilir (Mansour, 2000; Rabe, 1990). Glutamin ve asparagin
gibi amidlerin miktar1 da tuz stresi altindaki bitkilerde artis gdsterir (Mansour, 2000;
Dubey, 1997). Aycicegi (Ashraf ve Tufail, 1995), aspir (Ashraf ve Fatima, 1995),
Eruca sativa (Ashraf, 1994) ve Lens culinaris’ in (Hurkman ve ark., 1991) tuza
toleransli olan genotiplerinin yapraklarindaki toplam serbest amino asit miktari,

toleransli olmayanlara gore daha fazla bulunmustur.
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Tuz stresi altindaki gelismis bitkilerde prolin birikimi, diger amino asitlerle
karsilastirildiginda daha fazladir (Greenway ve Munns, 1980; Ashraf, 1993; Ashraf,
1994; Ali ve ark., 1999; Abraham ve ark., 2003). Tuz stresi altindaki birgok
monokotil bitki tiiriinde prolin birikimi yaygin olarak goriilen bir olaydir (Storey ve
ark., 1977; Jones ve Storey, 1978). Ancak yapilan bir ¢alismada tuz stresinin arpada
prolin birikimine neden olmadigi anlasilmistir (Yamaya ve Matsumoto, 1989). Bitki
dokularindaki prolin birikimi kuraklik stresi sonucu da goriilebilir. Bu durumda
prolin sentezi diisiik su potansiyeline verilen ancak spesifik olmayan bir cevaptir
(Ashraf, 1994). Prolin ozmotik olarak aktif bir bilesiktir ve bitki hiicrelerinde
kullanilabilir azot birikiminin regiilasyonundan sorumludur (Jones, 1981; Ashraf,
1994). Ayrica tuz stresinin hiicre membranlari lizerindeki olumsuz etkisini azaltarak
(Mansour, 1998) membran stabilitesini saglar (Rudolph ve ark., 1986; Lone ve ark.,
1987; Hanson ve Burnet, 1994; Gadallah, 1999). Prolinin diger 6nemli bir 6zelligi de
yiiksek konsantrasyonlarda bile enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisine sahip
olmamasidir (Dubey, 1997; Jones ve ark., 1984). Bazi arastiricilar da prolinin
adaptasyon siirecinin bileseni olan ¢oklu cevaplarin aktivasyonu icin gerekli
sinyal/diizenleyici mekanizmalar olarak da rol oynayabilecegini ileri sirmiistiir
(Maggio ve ark., 2002). Ancak prolinin ozmoregiilasyon ve tuz toleransi
konusundaki fonksiyonu kismen tartismalidir. Lutts ve arkadaslari (1996) ise tuz
stresi altindaki piring bitkilerinde prolinin ozmotik regiilasyonda rol oynamadigi ve
prolin birikiminin tuz toleransi i¢in bir indikatdr olmaktan ¢ok bir hasar semptomu
oldugunu belirlemislerdir. Yapilan bir calismada da prolin birikiminin tuz stresine
maruz kalan bugdayda onemli bir fonksiyona sahip olmadigi ortaya g¢ikarilmistir
(Colmer ve ark., 1995). Tuzlu kosullarda kiiltiire alinmis arpa embriyolarinda ise
disaridan yapilan prolin uygulamalar1 gvdelerdeki Na" ve CI birikimini azaltmis ve
bliylime iizerinde olumlu etkiler yaratmistir (Lone ve ark., 1987). Disaridan verilen
prolinin piringte tuz stresinin olumsuz etkilerini azalttigina dair sonuglar da

bulunmustur (Garcia ve ark., 1997).

Bunun gibi ¢eliskilere ragmen prolin konsantrasyonunun tuza toleransli olan birgok
bitki tiirlinde, duyarli olanlara gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Petrusa ve

Winicow (1997) tuz stresi uygulamasi sonucu yulaf koklerindeki prolin miktarinin
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hizla iki katina ¢iktigmi ancak tuza duyarli bitkilerde bu artisin daha hizh
gerceklestigi ortaya ¢ikarilmistir. Ahmad ve arkadaslar1 (1981) da tuza toleransh olan
Agrostis stolonifera ekotiplerinde tuz stresine cevap olarak, duyarli ekotiplere gore,
daha fazla prolin birikimi oldugunu bulmustur. Nispeten tuza toleransh olan Brassica
juncea bitkilerinin yapraklarinda ozmotik regiilasyon yeteneginin, kritik tuz
konsantrasyonunun ve serbest prolin miktarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Jain, 1991). Tuza toleransh olan B. juncea’ da, kontrol bitkilerine gore, tuzlu
kosullarda yiiksek prolin konsantrasyonu ve daha iyi biiyiime goriilmiistir (Kirti ve
ark.,, 1991). Madan ve arkadaslart (1995) ise tuz stresi kosullarinda toleransh
genotiplerdeki prolin-5-karboksilat rediiktaz ve ornitin aminotransferaz gibi prolin
biyosentezi ile ilgili enzimlerin aktivitelerinde 6nemli derecede artislar belirlemistir.

Ancak prolin oksidaz gibi prolin parc¢alayan enzimlerin aktiviteleri ise azalmistir.

Ancak bazi ¢aligmalar da tuza duyarli genotiplerdeki prolin birikiminin toleransh
olanlara gore daha fazla oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Tal ve ark., 1979). Moftah ve
Michel (1987) tuz stresi altindaki soya fasiilyesinde, prolin miktarin bir indikator
olarak kullanilamayacagini bildirmistir. Benzer sekilde Ashraf (1989) da Vigna
mungo’ da prolin birikimi ile tuz tolerans1 arasinda negatif bir korelasyonun varligini
ortaya c¢ikarmigtir. Piringte de tuza dayanikli genotiplerin (Nona Bokra ve IR4630),
duyarl genotiplere (Kong Pao ve IR31785) gore daha az prolin birikimi gosterdigini
rapor edilmistir (Lutts ve ark., 1996 ve 1999). Prolin miktar1 ile ilgili bu c¢eliskili
sonuclardan dolayi, bunun bir seleksiyon kriteri olarak kullanilip kullanilamayacagi
konusunda kesin bir fikir yoktur (Ashraf, 1994; Jones, 1981; Moftah ve Michel,
1987).

Amidlerin tuz stresi altindaki bitkilerdeki birikim orani azot iceren diger bilesiklere
gore daha azdir (Mansour, 2000). Ancak asparagin miktarinda genellikle tuz stresi
sonucunda artig goriillir (Fougere ve ark., 1991; Rabe, 1990). Agrostis stolonifera’da
ise asparagin birikiminin tuz stresi kosullarinda prolin birikimine gdre daha fazla
oldugu bilinmektedir (Dubey, 1997). Arpada tuz stresinin koklerdeki asparagin
havuzunun boyutlarini, ksilem 6z suyu ve laminadaki asparagin miktarini artirdigi;

glutamin miktariin ise sadece koklerde ve laminada arttig1 gézlenmistir (Yamaya ve
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Matsumoto, 1989). Benzer sekilde tuza toleransli olan bugdayda gen¢ yaprak
laminalarindaki glutamin ve glisinbetain miktariin arttigr gézlenmistir (Colmer ve
ark., 1995). Prolinde oldugu gibi amidlerin de kuraklik stresi sonucunda bitki
dokularinda birikim gosterdigi belirlenmistir (Raggi, 1999).

2.4.6. Kuaterner amonyum bilesikleri iizerine etkisi

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde etkili ozmoregiilator olarak fonksiyon yapan
kuaterner amonyum bilesikleri arasinda glisinbetain, P-alaninbetain, prolinbetain,
kolin-o-siilfat, hidroksiprolinbetain ve pipekolatbetain sayilabilir (Mansour, 2000;
Jones ve Storey, 1981; Rhodes ve Hanson, 1993). Bir¢ok bitki tiirlinde yaprak
ozmotik potansiyeli ile glisinbetain, -alaninbetain ve prolinbetain miktar1 arasinda
pozitif bir korelasyon goriilmistiir (Rhodes ve Hanson, 1993; Grieve ve Maas,
1984). Bu organik bilesikler ayn1 zamanda hiicrelerdeki ozmotik koruyucu etkileri ile
de bilinirler (Rhodes ve Hanson, 1993; Yancey ve ark., 1982; Jones, 1984). Tuz
stresine maruz kalan bitkilerdeki kuaterner amonyum bilesikleri i¢cinde en fazla
bulunani glisinbetaindir (Jones, 1984; Mansour, 2000). Glisinbetainin 1spanak, arpa,
domates, patates, piring, havu¢ ve sorgum gibi bircok tarimsal bitki tiiriinde strese
cevap olarak birikim gosterdigi belirlenmistir (Mohanty ve ark., 2002; Yang, 2003).
Bu organik bilesikler biiyiikk 0Ol¢iide kloroplastlarda bulunurlar ve tilakoid
membranlart koruyarak fotosentetik aktivitenin siirekliligini saglarlar (Robinson ve
Jones, 1986; Genard ve ark., 1991). Murata ve arkadaslar1 (1992) glisinbetainin, tuz
stresi  kosullarinda fotosistem II’ nin kompleks ekstrinsik proteinlerinin

organizasyonunu stabilize ederek fotosistem II’ yi korudugunu belirlemislerdir.

Tahil tiirleri arasinda stres faktorlerine maruz kaldiklar1 zaman glisinbetain biriktirme
ve bu bilesigi ozmotik regiilasyonda kullanma yetenegi bakimindan biiyiik ¢esitlilik
goriiliir. Ornegin sorgumdaki glisinbetain birikiminin musira gére 10 kat daha fazla
oldugu belirlenmistir. Ancak her iki tiirlin glisinbetain biriktiremeyen mutantlar1 da
vardir. Tuz stresi altindaki ¢imlerde glisinbetain birikiminin toleransli genotiplerde
duyarli olanlara gore daha fazla oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Hanson ve Grumet,

1985; Rhodes ve ark., 1987). Saneoka ve arkadaslari (1995), misirin glisinbetain
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biriktiren genotiplerinde tuzlu kosullar altinda gévde biiylimesindeki inhibisyonun
daha az oldugunu gostermisleridir. Bugdayin tuza toleransli genotiplerinin geng
yapraklarindaki glisinbetain miktar1 ile tolerans derecesi arasinda da pozitif bir
korelasyon belirlenmistir (Colmer ve ark., 1995). Sorgumun glisinbetain biriktiren ve
biriktiremeyen genotiplerinde yapilan genetik calismalar bu 6zelligin tek bir niiklear
gene bagli oldugunu gostermistir (Grote ve ark., 1994). Benzer sonuglar misirdaki

glisinbetain birikimi konusunda da elde edilmistir (Rhodes ve Rich, 1988).

Bunun yani sira, glisinbetain sentezinden sorumlu betain aldehit dehidrogenaz
enziminin aktivitesinin bir¢ok bitki tiiriinde tuz stresi altinda arttig1 ortaya
cikartlmistir (McCue and Hanson, 1990; Weigel ve Weretilnyk, 1986). Ancak
Trifolium alexandrinum’ da tuz stresi uygulamalarinin kolin ve betain birikiminin
tuza duyarl1 genotiplerde daha belirgin oldugu anlagilmistir (Varshney ve ark., 1988).
Wyn Jones ve arkadaslar1 (1984) ise Triticum, Agropyron ve Elymus genuslarina ait
tiirlerde tuz toleransi ile glisinbetain birikimi arasinda bir iliski bulamamistir. Bu
sonuclar, tuz stresi altindaki bitkilerdeki glisinbetain birikiminin tiire baglh olarak

varyasyon gosterdigini kanitlamaktadir.

2.4.7. Polioller uizerine etkisi

Polioller ozmotik etkinlige sahip bilesikler oldugundan, bitkilerdeki ozmoregiilasyon
mekanizmasi ve dolayisiyla tuz toleransi konusunda etkili olduklar1 diisiiniilmektedir
(Bohnert ve Shen, 1999). Kimyasal olarak degerlendirildiginde polioller polihidrik
alkollerdir. Bitkiler aleminde olduk¢a genis bir yayilim gosteren siklik ve asiklik
yapiya sahip bir¢ok poliol mevcuttur (Clark ve ark., 2003). Bitkisel dokularda en
fazla rastlanan asiklik polioller mannitol, gliserol ve sorbitoldiir. Siklik poliollerden
de en fazla ononitol ve pinitol bulunur. Genellikle polioller bir¢ok halofit bitkinin
sitoplazmasinda ve vakuollerinde yiiksek konsantrasyonda birikim gosteren
inorganik iyonlarin neden oldugu ozmotik bozukluklarin ortadan kaldirilmas: igin
biriktirilir (Nelson ve ark., 1999). Poliollerin ozmotik regiilasyon disinda etkili birer
oksijen radikali temizleyicisi olduklar1 da bilinmektedir. Ornegin mannitoliin in vitro

kosullarda reaktif oksijen tiirlerinin detoksifiye ettigi (Halliwell ve ark., 1988) ve
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kuraklik stresi altindaki bitkilerde proteinleri oksidatif hasara karsi korudugu
belirlenmistir (Moran ve ark., 1994). Smirnoff and Cumbes (1989) de mannitol,
sorbitol, gliserol, ononitol and pinitoliin etkili birer radikal temizleyicisi olduklarin

rapor etmistir.

Bircok bitki tiiriinde kuraklik ve tuz stresine cevap olarak poliollerin birikim
gosterdigi belirtilmistir (Abebe ve ark., 2003). Mannitoliin bitkilerde yiiksek tuz
konsantrasyonlarimi tolere etme yetenegini artirdigi gosterilmistir. Ornegin normal
kosullarda mannitol sentezlemeyen ve biriktirmeyen tiitiin bitkisine bakteriyel
mannitol-1-fosfat dehidrogenaz (mtID) geni verilmis ve olusturulan transgenik tiitiin
yaprak ve koklerinde mannitol birikimi yaparak tuza tolerans kazanmistir
(Tarczynski ve ark., 1992). Benzer sekilde ayn1 bakteriyel gen verilerek olusturulan
transgenik bugday bitkileri de yapraklarinda mannitol biriktirerek hem kuraklik hem
de tuz stresi altinda yiiksek biiyiime hizi sergilemistir (Abebe ve ark., 2003). Bu
sonuglar bitki dokularindaki mannitol birikimi ile tuz toleransi arasinda pozitif bir

iliski oldugunu gostermektedir.

Pinitol ve diger bazi o-metil inositollerin bir¢ok baklagil tiirlinde bulundugu ve D-
pinitoliin serbest radikallerin detoksifikasyonu disinda vakuol ve sitoplazma
arasindaki ozmotik diizenleme konusunda 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir
(Quemener ve Brillouet, 1983). Pinitoliin ayn1 zamanda tuz stresine maruz birakilan

Honkenya peploides ve Sesbania aculeata bitkilerinde de birikim gosterdigi rapor
edilmistir (Gorham ve ark., 1981; Gorham ve ark., 1984). Ancak tuz stresi bu tiirlerin
yapraklarindaki inositol miktarmi etkilememistir (Gorham ve ark., 1984). Yonca
bitkilerinde de gdzlenen pinitol ve ononitol birikimi, bu bilesiklerin tuz toleransinin
kazanilmasinda etkili olabilecegini gostermektedir (Fougere ve ark., 1991).
Poliollerin tuz stresi altindaki bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler
oldukca smurlidir. Ancak son yillarda poliol birikiminin biyokimyasal ve genetik

esaslari ile ilgili onemli gelismeler kaydedilmistir.

Halofit bir bitki olan Mesembryanthemum crystallinum’ da tuz stresi etkisiyle

miyoinositol-o-metil transferaz enzimini kodalyan genin ekspresyonunun arttig1
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gozlenmistir (Nelson ve ark., 1998). Bunun yani sira, ayni tiirde tuz stresinin
floemdeki miyoinositoliin ve Na' ile inositoliin yapraklara karsilikli tasmimlarini
artirdigi; Na“ almimi ile miyoinositol bitki icindeki dagitimindaki degisimler
arasinda bir etkilesimin bulundugu belirlenmistir (Nelson ve ark., 1999). Bu sonug
ayni zamanda miyoinositoliin ozmotik etkinlige sahip olan bilesiklerin sentezi i¢in
substrat olarak gdrev yapmasinin yani sira Na' almimini saglayan ve yapraklardan
koklere gonderilen bir sinyal olarak da énemli oldugunu gostermistir. Sheveleva ve
arkadaslar1  (1997) ise miyoinositol-o-metil transferaz enzimi bakimindan
olusturduklart transgenik tiiriin bitkilerinin kuraklik veya tuz stresine maruz
kaldiklarinda yiiksek miktarda D-ononitol biriktirdigini belirtmislerdir. Poliol
birikimi genetik olarak degistirilmis bitki tiirlerinde bir tolerans stratejisi olarak
kullanilmaktadir. Poliol birikimi ile tuz toleransi arasindaki korelasyonun uygun ve
net sekilde ortaya c¢ikarilmasi durumunda, bu bilesiklerin tuz toleransinin
kazandirilmast ile ilgili geleneksel 1slah programlarinda kullanilabilecek bir indikator

olmas1 mumkiin olacaktir.

2.4.8. Lipidler iizerine etkisi

Lipidler bitki hiicrelerindeki 6nemli enerji kaynaklari olmalarinin yan1 sira hiicresel
membrane sistemleri i¢in vazgecilmez yapisal birimlerdir (Singh ve ark., 2002).
Lipidler ayn1 zamanda birgok ¢evresel stres faktoriine karsi tolerans gelistirlmesi
konusunda da &nemli rol oynarlar. Ornegin asirt kurakhiga karsi toleransin
olusabilmesi, stres kosullar altinda iki katli fosfolipid tabakasinin karbohidratlarla,
ozellikle de trehaloz ile stabilizasyonuna baglidir. Yag asitlerinin doymamis hale
gecmesi tuz ve kuraklik stresi altindaki bitkilerde koruma saglar. Olefinik baglara
yakin konumda bulunan hidrojen atomlar1 oksidatif saldirilara olduk¢a duyarlhdir.
Lipidler, yapilarinda bu baglardan bol miktarda bulundurdugu ig¢in, oksidatif
reaksiyonlar i¢in primer hedef konumundadir. Eger ilgili enzimler oksidatif
reaksiyonlar1 kontrol altinda tutamazsa, lipidlerin oksidasyonu bazi iiriinlerin
olugsmasina yol agar ve bu iiriinler de protein ve DNA molekiillerinde yapisal
hasarlara neden olur (Singh ve ark., 2002). Arachis hypogea bitkisinde 45 mM’ a

kadar olan tuz uygulamalarinin lipid miktarin1 artirdifi, daha yiiksek tuz
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konsantrasyonlarinin ise azalttig1 belirlenmistir (Hassanein, 1999). Wu ve arkadaslari
(1998), tuz stresi altindaki Spartina patens bitkisinin kok hiicre membranlarindaki
lipid kompozisyonundaki degisimleri arastirmig; artan tuz konsantrasyonlari
sonucunda sterol ve fosfolipid miktarinin azaldigini, sterol/fosfolipid oraninin ise
degismedigini gozlemlemistir. Bunun yani sira ayni c¢alismada, tuz stresinin
glikolipid miktarin1 artirdigi, fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin miktarini
azalttig1 belirlenmistir. Yapilan diger bir calismada ise, 100 mM’ lik tuz stresine
toleransl olan domates bitkisinin kalluslarindan izole edilen membran vesikiillerinin
yapisindaki fosfolipid ve sterol miktarinin kontrole gore artis gosterdigi,
fosfolipid/serbest sterol oraninin ve fosfolipidlerin yapisina giren yag asitlerindeki
cift bag indeksinin azaldig1 rapor edilmistir (Kerkeb ve ark., 2001). Bu sonuglar tuz
stresinin, hiicresel mebranlarin lipid kompozisyonunu ve dolayisiyla segici

gecirgenlik 6zelligini belirli oranda degistirdigini gostermektedir.
2.4.9. Iyon miktan iizerine etkisi

Topragin yapisinda bulunan yiiksek konsantrasyondaki tuz, dzellikle K* gibi mineral
maddelerle rekabete girerek, bunun bitki kok hiicrelerine alinimini inhibe edebilir.
Sonugta bitkide K™ eksikligi ortaya cikar. Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 birgok bitki
tiriinde dokulardaki Na® ve CI" miktarin1 artirirken; K, Ca* ve Mg+2 miktarin
azaltmaktadir (Khan ve ark., 2000; Khan, 2001). Vicia faba ile yapilan bir caligmada
tuz stresinin Na®, Ca*? ve CI" miktarimi artirdigi; K*/Na® oranmi ise azalttigi
belirlenmistir  (Gadallah, 1999). A. pseudoalhagi’ de 200 mM’ Ik tuz
uygulamalarmin yapraklardaki Na* miktarmi kontrole gore 45 kat artirdigi, ancak
bitkilerin bu kadar yiiksek Na® konsantrasyonunda bile biiyiimeye devam ettikleri
rapor edilmistir (Kurban ve ark., 1999). Tropikal bir bitki olan guavada tuz
uygulamalar1 koklerle karsilastirildiginda 6zellikle yapraklarda ¢ok daha belirgin
sekilde Na" ve CI birikimine neden olmustur. Aym calismada koklerdeki Ca*
miktarinin degismedigi ancak yapraklarda Ca*?, Mg*? ve K" birikiminin azaldig
tespit edilmistir (Ferreira ve ark., 2001). Parida ve arkadaslar1 (2004) Bruguiera
parviflora’ da tuz stresinin yapraklardaki Na* ve CI” miktarini artirdigini, K+ ve Fe*?

miktarini etkilemedigini, Ca** ve Mg*® miktarim ise azalttigim bildirmislerdir. Tuz
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stresinin mineral madde beslenmesi {izerindeki bu tip etkileri, biiylimenin

yavaglamasinin olas1 nedenleri arasinda sayilmaktadir.

2.4.10. Hormonlar iizerine etkisi

Bitki hormonlar1 bitkilerdeki stres cevaplarinin indiiksiyonu ile ilgili olan sinyal
bilesiklerinin aktif {iyeleridir (Pedranzani ve ark., 2003). Abiyotik stres faktorleri
bitkilerde biiyliimenin yavaglamasinin yani sira dokulardaki fitohormon miktarlarinda
da degisikliklere neden olurlar (Morgan 1990). Ornegin tuz stresi altindaki bitkilerde
sitokinin ve giberellik asit miktarinin azaldigi, absisik asit miktarinin ise artig
gosterdigi belirlenmistir (Boucaud ve Ungar 1976; Itai ve ark., 1968; Mizrahi ve ark.,
1971). Bu sonuglar tuz stresinin bitki hiicrelerindeki su iliskilerini ve membran

gecirgenligini etkiledigini gostermektedir (Karmoker ve Van Steveninck 1979).

Indol-3-asetik asit (IAA) bitki biiyiimesinin kontrolii {izerinde 6nemli bir role
sahiptir. TAA Ozellikle hiicre biiyiimesi, vaskiiler dokunun gelisimi ve apikal
dominansi gibi olaylar iizerinde etkilidir (Wang ve ark., 2001). Tuz stresi altindaki
tarimsal bitkilerde IAA’ nin bir cevap mekanizmasina sahip oldugu anlasilmistir.
Ancak bitkilerde tuz stresi ile oksin miktar1 arasindaki iliskiye dair bilgiler siirlidir.
Stres kosullar1 altinda IAA miktarindaki degisimlerin ABA ile benzer oldugu (Ribaut
ve Pilet, 1991) ve TAA miktarindaki artigla bliylimenin yavaglamasi arasinda bir
korelasyonun var oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Ribaut ve Pilet, 1994). Sonug olarak
stres kosullar1 altinda bitki biiylimesindeki yavaslamanin hormonal dengede
meydana gelen degisimlerin bir sonucu oldugu sdylenebilir. Bu nedenle eksojen
hormon uygulamalar1 sonucu ortaya ¢ikan stres cevaplarinin incelenmesi gereklidir.
Prakash ve Prathapasenan (1990), tuz stresinin piring yapraklarindaki [AA
konsantrasyonunu 6nemli oranda azalttigini, GA3’ in disaridan uygulanmasi ile tuz
stresinin sebep oldugu IAA miktarindaki azalmanin kismen engellendigini
bildirmislerdir. Bu sonuglar da tuz stresinin bitkilerde hormonal dengeyi ve bitki

bliylimesini etkiledigini gostermektedir.
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Giberellik asit (GA) biyotik (McConn ve ark., 1997) veya abiyotik (Lehmann ve
ark., 1995) stres faktorlerine maruz kalan bitki dokularinda birikim gosterebilir.
Bitkilerde tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla birgok farkl
fitohormon kullanilmaktadir. Giberellinler bu konuda bir¢ok arastiricinin 6zellikle
lizerinde yogunlastig1 bir fitohormondur (Hisamatsu ve ark., 2000). Ornegin GA’ nin
tuz stresi altindaki bugday ve piring bitkilerinde biiylimeyi sagladig rapor edilmistir
(Prakash ve Prathapasenan, 1990). Tuz stresi kosullarinda bugday tohumlarinin
¢imlenme orani, bitkilerin biiyliime hiz1 ve tane veriminde meydana gelen azalmanin,
GA; uygulamalan ile arttigi gozlenmistir. (Kumar ve Singh, 1996). Diger bir
calismada da 20 ppm’ lik GA3 ile muamele edilen bugday tohumlarinin ¢imlenme
oraninin yiikseldigi belirlenmistir (Nayyar ve ark., 1995). Bunun disinda GA’ nin
serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe etti§i ortaya
¢ikarilmigtir (Choudhuri, 1988). Bu sonuglar GAjz uygulamalarinin tarimsal

bitkilerde tuz toleransini artirabilecegini gostermektedir.

Sitokininlerin (SK) hiicre bdliinmesi, apikal dominansi, besin mobilizasyonu,
kloroplast gelisimi, senesens ve ¢iceklenme gibi bir¢ok olayin iizerinde diizenleyici
rol oynadigr bilinmektedir (Hare ve Van Staden, 1997). SK’ ler, hiicre
membranlarinin mono ve divalent iyonlara karst gecirgenligini ve metabolik
havuzlar etkileyerek senesens olaymi geciktirmektedir (Letham, 1978). SK’ ler
ozellikle tohum ¢imlenmesi, stoma hareketleri (Blackman ve Davies, 1984) ve
kotiledon genislemesi gibi olaylar iizerinde ABA ile tam ters etkilere neden
olduklarindan ABA antagonistleri olarak bilinirler (Thomas, 1992). Uygun olmayan
cevresel kosullar altinda bitki dokularindaki SK miktar1 genellikle azalma
egilimindedir. Bu durumda stres boyunca kokten saglanan SK miktarindaki
azalmanin, govdedeki gen ekspresyonunu degistirdigi ve sonugta stresin olumsuz
etkilerini diizeltecek uygun cevaplari olusturdugu diistiniilmektedir (Hare ve ark.,

1997).

SK grubundan bir hormon olan kinetinin domates, arpa ve pamuk tohumlarinda stres
etkisiyle olusan dormansiyi kirdigi belirlenmistir (Bozcuk, 1981). Stres kosullar

altinda endojen SK miktarinda meydana gelen azalmanin siirlayici bir faktor oldugu
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ve digsariddan uygulanan kinetinin biiylimeyi artirict bir etkiye sahip oldugu
bilinmektedir (Boucaud ve Ungar, 1976). Bitkilerde tuz stresi sonucunda SK
miktarindaki azalmanin tuzluluga verilen erken bir cevap oldugu ancak duyarli bitki
tiirlerinde tuz stresi etkilerinin SK’ lerle regiile edilmedigi bilinmektedir. Clinkii bu
bitkilerde bliylime hizinda meydana gelen azalma, SK miktarindaki azalmadan daha

once ortaya ¢ikmaktadir (Walker ve Dumbroff, 1981).

Fakiiltatif bir halofit olan Mesembryanthemum crysta//inum’ un kok ve yaprak
dokularinda tuz stresi boyunca zeatin tipi SK miktarinin degismedigi belirlenmistir
(Thomas ve ark., 1992). Disaridan uygulanan kinetin bugday fidelerinde tuz stresinin
neden oldugu olumsuz etkileri ortadan kaldirmig (Naqvi ve ark., 1982), patates
fidelerine tuz stresi uygulamasindan hemen 6nce verilen kinetin benzer sekilde tuz
stresinin biiyiimeyi inhibe edici etkisini azaltmigtir (Abdullah ve Ahmad, 1990).
Fasiilye bitkilerinde ise tuz stresi boyunca gergeklestirilen kinetin uygulamalar1 tuz
stresinin olumsuz etkilerini daha da artirmistir (Kirkham ve ark., 1974). Benzil
adenin uygulamasi tuza duyarli olan arpa genotipinde biliylimeyi inhibe ederken,
toleransli genotipte ise biiylime hizini ve internal CK miktarini artirmistir (Kuiper ve
ark., 1990). Ayrica kinetinin dogrudan dogruya bir serbest radikal temizleyicisi ve
plrin parcalanmasini engelleme konusunda antioksidant savunma mekanizmasinin

bir bileseni oldugu da belirlenmistir (Chakrabarti ve Mukherji, 2003).

Tuz stresinin bitkilerdeki absisik asit (ABA) iiretimi iizerindeki etkileri ile ilgili
birgok ¢alisma yapilmistir. Tuz stresi altindaki Brassica, (He ve Cramer, 1996)
Phaseolus (Montero ve ark., 1998) ve Zea mays (Cramer ve Quarrie, 2002)
bitkilerinin yaprak dokularindaki endojen ABA konsantrasyonu ile biiylime
inhibisyonu arasinda bir korelasyonun varligi ortaya cikarilmistir. Bunun disinda
ABA miktarinin, biiylimeye devam etmelerine ragmen, koklerde de artis gosterdigi
(He ve Cramer, 1996) ve bunun da kok dokularinin endojen veya eksojen ABA
konsantrasyonlarina  duyarliliginin ~ farkli  olmasindan  kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (Creelman ve ark., 1990). Bu sonuglar kdk ve gévde dokularinin strese

verdikleri cevabin, artan hormon konsantrasyonu ve hormonlarin ksilem 6z suyu ile
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hareket ederek kok ve govde arasinda sagladigi iletisim ile koordine edildigini

gostermektedir (Davies ve ark., 1994).

Ancak ABA’ nin kok bolgesindeki stres etkilerini diizenleyici bir sinyal olarak rol
oynayip oynamadigi konusunda bazi kuskular mevcuttur (Munns ve King, 1988).
Jeschke ve arkadaslar1 (1997), ksilemdeki artan ABA konsantrasyonu ile yaprak
biiyiimesinin inhibisyonu ile iliskili oldugunu ve tuz stresinin olgun Ricinus
yapraklarindaki ABA miktarin1 artirdigini belirlemislerdir. Tuz stresi sonucunda
koklerdeki ABA sentez hizinin ve ABA’ nin ksilemle tasinim hizinin artmas ile
stoma cevaplar1 arasinda da bir korelasyon vardir. Bunun disinda koklerin dogrudan
tuz stresine maruz kalmasi sonucu ABA’ nin vakuollerdeki iyon birikimini stimiile
ettigi ve bunun da tuz stresine adaptasyonu kolaylastirdig1 bilinmektedir (Jeschke ve
ark., 1997). Jae-Ung ve Youngsook (2001) ise stomalarin kapanmasinda rol oynayan
ABA’ nin kortikal aktin filamentlerinin hizla depolimerize olmasina ve yeni tip aktin
filamentlerinin  olusmasina neden oldugunu, aktin organizasyonundaki bu
degisimlerin de stoma kapanmasinda etkili olan sin yal mekanizmasini aktive ettigini
bildirmistir. Montero ve arkadaslar1 (1997) tuz stresi etkisiyle sentezlenen ABA’ nin
yaprak biiylimesinin inhibisyonunu regiile ettigini ve yapraklardaki sodyum ve klor
birikimini azalttigin1 ortaya g¢ikarmiglardir. Sorgum bitkisinde ise ABA’ nin tuz
stresinin  olumsuz etkilerini yavaslattigi ve iyonik strese toleransi artirdigi

gbzlenmistir (Amzallag ve ark., 1990).

Jasmonatlar (JA) hem konak¢1 savunmasinda hem de bir¢ok fizyolojik mekanizmada
rol oynayan sinyal mekanizmalarinin 6nemli bir bilesenidir (Wasternack ve Hause,
2002). Biyotik (McConn ve ark., 1997) veya abiyotik (Lehmann ve ark., 1995) stres
faktorleri bitki dokularinda JA birikimine neden olmaktadir. JA ve JA metil esterleri
(JAME) bitkilerde yaralanma ve patojen saldirilar ile ilgili sinyal cevaplarinda rol
oynarlar (Pena-Cortes ve Willmitzer, 1995). Sembdner ve Parthier (1993), yaralanma
ve patojen saldirilar ile indiiklenen JA’ nin, zarar goren hiicresel membranlardan
ayrilan yag asitleri ile ilgili oldugunu ve bu yag asitlerinin daha sonra lipoksigenaz

enzim sistemi ile JA’ ya metabolize edildigini belirlemislerdir.
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Allen oksid sentaz (AOS) JA sentezi ile ilgili bir enzimdir. Bu enzimin Arabidopsis
thaliana’ da yaralanma cevabi boyunca gozlenen JA miktarindaki artigla ilgili oldugu
bilinmektedir (Laudert ve Weiler, 1998). AOS genlerinin ekspresyonu, domates
bitkilerinde sistemin, yaralanma, 12-okzofitodienoik asit ve JAME etkisiyle aktive
edilir (Sivasankar ve ark., 2000). JA sentezi ile ilgili olan diger bir enzim de
kloroplastlarda lokalize olan lipoksigenazlardir (LOX) (Feussner ve ark., 1995).
Fosfolipaz D’ nin (PLD) de linolenik asidin membranlarin yapisindan ayrilmasini
hizlandirdig1 ve JA sentezini uyardigi belirlenmistir (Creelman ve Mullet, 1997).
PLD aktivitesi bitkilerde hem sinyal iletim mekanizmalarinda rol oynayan hem de
stres kosullar1 altinda membranlarda meydana gelen pargalanma ile ilgili bir

enzimdir (Wang, 1999).

JA ve tiirevleri aynt zamanda tuz stresine verilen cevaplar konusunda da
fonksiyoneldir (Wang ve ark., 2001). Ornegin 200 mM’ ik tuz uygulamalari piring
koklerindeki JAME miktarin1 6nemli derecede artirmistir (Moons ve ark., 1997). JA’
larin bitkilere hem disaridan uygulanmasi hem de dogal olarak endojen JA
miktarinda meydana gelen artiglar kisaca JIP olarak bilinen proteinlerin sentezine
neden olmaktadir (Sembdner ve Parthier, 1993). Ayn1 zamanda arpa bitkilerine tuz
stresinden once uygulanan JA’ nin biiyime ve fotosentetik aktiviteyi olumlu
etkiledigi belirlenmistir (Tsonev ve ark., 1998). JA miktarinin toleransli olan domates
genotiplerinde tuz stresine cevap olarak artis gosterdigi, duyarli genotiplerde ise
azaldig1 belirlenmistir (Pedranzani ve ark., 2003). Kramell ve arkadaslar1 (2000) ise
sorbitol ve mannitoliin kullanilmasiyla olusturulan ozmotik stres durumunda arpa
govde segmentlerindeki JA  miktarmin  arttigimi ancak  yiliksek  tuz
konsantrasyonlarinin herhangi bir artiga yol agmadigini belirlemislerdir (Kramell ve
ark., 1995). Ancak tuz stresinin dogal bitki populasyonlarinda endojen JA miktarini

nasil etkiledigi bilinmemektedir.

Poliaminler iki veya daha fazla sayida amino grubuna sahip olan polivalent
bilesiklerdir. Gelismis bitkilerde en yaygin olarak bulunan poliaminler putressin,
spermidin, spermin ve kadaverindir (Mansour, 2000). Bu bilesikler biyolojik rolleri

esas almarak iki grup altinda incelenirler (Kuznetsov ve ark., 2002). Birinci grupta



43

etkileri oksin ve giberellinlere benzerlik gosteren (hiicre uzamasi ve koklenme)
putressin ve kadaverin bulunur (Walden ve ark., 1997). ikinci grupta ise sitokininler
gibi hiicre boliinmesi, organogenesis ve senesens lizerinde etkili olan spermidin ve
spermin bulunur (Galston ve ark., 1997; Hopkins, 1999). Notr pH degerlerinde
poliaminler polikatyonlar gibi davranir ve hiicrelerdeki DNA, RNA ve fosfolipidler
gibi polianyonlara baglanarak bu makromolekiillerin stabilizasyonunu saglar. Bunun
yan1 sira protoplastlarin stabilizasyonu, embriyogenesis boyunca hiicre boliinmesinin
aktivasyonu ve bircok bitki tiiriinde senesensin geciktirilmesi gibi olaylarda
etkilidirler (Genard ve ark., 1991). Ancak poliaminlerin membran stabilitesinin
stirekliligi konusundaki fonksiyonu kesin degildir (DiTomaso ve ark., 1989). Diger
azotlu bilesiklerle karsilastirildiginda poliaminlerin ozmotik regiilasyon konusunda
daha kiigiik bir fonksiyona sahip olduklari belirlenmistir (Kakkar ve Rai, 1997).
Ancak bezelye fidelerinde poliaminlerin tuz stresinin olumsuz etkilerini azalttig1

belirlenmistir (Ivanova ve ark., 1991).

Tuz stresi etkisiyle poliaminlerin dokulardaki birikimi konusunda bitki tiirlerine bagli
olarak farklilik goriilmektedir. Poliaminlerin ve bunlarla ilgili énemli metabolik
enzimlerin aktiviteleri stres altindaki Brassica campestris bitkisinde aragtirilmigtir
(Das ve ark., 1995). Buna gore uzun siireli stresin poliamin miktar1 ile arjinin ve
ornitin dekarboksilaz ve poliamin oksidaz aktivitesinde kiigiik degisimlere neden
oldugu ve kisa siireli stres durumunda bu degisikliklerin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Baz1 arastirmalarda da poliaminlerin tuza toleransh ve duyarli olan
bitki tiirlerindeki birikim oranlar1 karsilastirilmistir. Ornegin tuz stresine duyarli olan
piring (Katiyerve Dubey, 1990) ve domates (Aziz ve ark., 1998), bitkilerinde
poliamin birikiminin daha belirgin oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Daha farkli stres
tiplerinin de bitkilerde poliamin miktarinda degisimlere neden olmasi, poliamin
birikiminin sadece tuz stresine spesifik olmadigini gostermektedir (Mansour, 2000;

Kakkar ve Rai, 1997).
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2.4.11. Fotosentez iizerine etKisi

Bitkilerde biiyiime organiza olmus ve diizenlenmis bir¢ok fizyolojik olay sonucunda
meydana gelir. Bu fizyolojik olaylar bir¢ok ¢evresel faktdrden etkilenir ve bitkilerin
strese verecekleri cevaplar1 da belirler. Ancak bitki biiylimesinin ¢evresel faktorler
tarafindan sinirlandirilmasi, sadece tek bir fizyolojik olaya baglanamaz. Bu fizyolojik
olaylardan belki de en 6nemlisi fotosentez olayidir. Biyokiitle i{iretimi sonucunda
meydana gelen biiylime, net fotosentezin bir Olglisiidiir ve biiylimeyi etkileyen
cevresel stres faktorleri, fotosentezi de etkiler. Bu nedenle stres altindaki bitkilerde
fotosentez olayinda meydana gelen degisimler, bitkilerin bir anlamda genel saglik
durumu hakkinda bilgi verir. Fotosentez olay1 bitkilerde, alglerde ve

siyanobakterlerde bir stres sensorii olarak kabul edilmektedir.

Fotosentez olayinin ilk evresi, gelismis bitkilerde kloroplastlarin tilakoid
membranlarinda meydana gelen elektron tasinim reaksiyonlaridir. Bu asamada 151k
enerjisi, tilakoid membranlar ilizerinde bulunan pigment protein kompleksleri, FS II,
sitokrom bgf kompleksi, FS I ve ATPaz kompleksi yardimiyla kimyasal enerjiye
doniistiiriiliir. ikinci evre olan CO, fiksasyon reaksiyonlari ise kloroplast stromasinda

meydana gelir ve heksoz sekerlerin sentezini saglar.

Bitkilerde, toprak tuzlulugu da dahil tim stres faktorleri fotosentetik pigment
miktarinda, bu pigmentlerin 151k enerjisini absorblamasi ile baglayan primer
fotokimyasal olaylarda, tilakoid membranlarin ve fiizerindeki birimlerin yapisal
organizasyonunda, elektron tasinim ve CO; fiksasyon reaksiyonlarinin hizlarinda
meydana gelen degisimler vasitasiyla algilanir (Biswal ve ark., 2011; Mittal ve ark.,

2012).

Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalar, tuz stresinin kloroplast yapisinda bazi
degisimlere neden olarak fotosentetik aktiviteyi azalttigim gdstermistir. Ornegin tuz
stresi uygulanan patates bitkisinin mezofil hiicrelerinde, kloroplastlardaki tilakoid
membranlarin sistigi, yiiksek tuz konsantrasyonlarinin ise tilakoidlerin tamamen

parcalanmasina neden oldugu rapor edilmistir (Mitsuya ve ark., 2000). Bruns ve
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Hecht-Buchholz (1990), tuz stresi altindaki patates bitkilerinde grana sayisinin
azaldigini, tilakoidlerin sistigini ve stromada daha biiyiik nisasta tanelerinin birikim
gosterdigini belirlemistir. Tuz stresi domates bitkisinde kloroplastlarin agregasyona
ugramasina, hiicresel membranlarin yapisal olarak bozulmasina, grana ve

tilakoidlerin yok olmasina neden olmustur (Khavarinejad ve Mostofi, 1998).

Tuz stresi altindaki bitkilerde fotosentetik pigment miktar1 genellikle azalmaktadir.
Agastian ve arkadaslar1 (2000), tuz uygulamalarinin yash yapraklarda daha erken bir
donemde klorosise neden oldugunu ve stres siiresinin uzamasi durumunda bu
yapraklarin absisyona ugradigini rapor etmistir. Ancak Wang ve Nil (2000), tuz stresi
uygulanan Amaranthus bitkilerinin yapraklarinda klorofil miktarinin arttigin
bildirmistir. Yapilan diger bazi ¢calismalarda da Greviela arenaria’ da toplam klorofil
ve protoklorofillit, domateste toplam klorofil ve klorofil a, B. parviflora’ da klorofil a
ve klorofil b, piringte ise toplam klorofil miktarinin Kontrol bitkilerine gore azaldigi
belirlenmistir (Kennedy ve de Fillippsis, 1999; Khavarinejad ve Mostofi, 1999;
Alamgir ve Ali, 1999). Chutipaijit ve arkadaslar1 (2011), tuz stresi altindaki
bitkilerde klorofil miktarinda meydana gelen degisimlerin, hiicresel metabolizma
olaylari i¢in duyarl bir indikator olarak kullanilabilecegini ileri siirmiistiir. Maxwell
ve Johnson (2000) ise, tuz stresinin bitkiler tizerindeki en bariz etkilerinden birisinin

fotosentetik pigment biyosentezindeki degisimler oldugunu ifade etmistir.

Tuz stresinin bitkiler tizerindeki etkisi kisa ve uzun bir siiregte farkli mekanizmalarla
etkiler. Kisa siireli etkiler, tuz uygulamasindan sonra birka¢ saat veya birkac giin
icinde ortaya ¢ikmaya baglar. Bu siire¢ stomalarin kapanmasi sonucunda karbon
asimilasyonunun yavaglamasi nedeniyle olduk¢a dnemlidir. Tuz stresinin uzun siireli
etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in daha uzun bir siirenin ge¢mesi gerekir. Bu asamada
karbon asimilasyon hizinda meydana gelen azalmanin sebebi, tuz iyonlarinin
yapraklarda birikim gostermesi ile ortaya ¢ikan sodium ve klor toksisitesidir (Munns
ve Termat, 1986). Tuz stresi altinda bitkilerdeki karbon asimilasyon hizinda goriilen
degisimler farkliik gosterebilmektedir. Ornegin Alhagi pseudoalhagi’ de karbon
asimilasyon hizi 50 mM’ lik tuz uygulamasi sonucu artmig, 100 mM’ lik tuz

uygulamasi sonucunda degismemis, 200 mM’ lik tuz uygulamasi sonucunda ise
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kontrole gore % 60 oraninda azalmistir. Benzer sekilde tuz stresi uygulana bitkilerde
stomalarin iletkenlik derecesi ve yaprak dokularindaki CO; konsantrasyonunun
kontrol bitkilerine gore diisiik oldugu belirlenmistir (Kurban ve ark., 1999). Dut
bitkisinde ise tuz stresi kosullarinda net CO, asimilasyon hizi, stoma iletkenlik
derecesi ve transpirasyon hizinin azaldigi tespit edilmistir (Agastian ve ark., 2000).
Parida ve arkadaslar1 (2004) ise tuz stresinin B. parviflora bitkisinde diisiik
konsantrasyonlarda net CO, asimilasyon hizini artirirken, yiiksek konsantrasyonlarda
azalttigini belirlemislerdir. Tuz stresi bitkilerde CO; fiksasyon reaksiyonlarinda rol
oynayan enzimlerin aktiviteleri iizerinde de farkl1 etkilere sahiptir. Ornegin, Atriplex
lentiformis bitkisinde tuz stresinin ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksigenaz
(Rubisco) enziminin aktivitesini etkilemezken, fosfoenolpiirivat karboksilaz (PEPC)
aktivitesini artirmistir (Zhu ve Meinzer, 1999). Macrotyloma uniflorum’ da da tuz
stresinin Rubisco, ribuloz-5-fosfat kinaz, ribuloz-5-fosfat izomeraz ve NADP-
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz aktivitelerini inhibe ettigi belirlenmistir (Reddy
ve ark., 1992).

2.5. Bitkilerde Oksidatif Stres

Molekiiler oksijen (O) ilk olarak yaklasitk 2,7 milyar yil once fotosentetik
organizmalardaki oksijen evoliisyonu reaksiyonu sonucu olusmus ve aktif oksijen
tiirleri (AOT) aerobik yasamin bir parcast haline gelmistir (Halliwell, 2006). AOT’
ler peroksizomlar, kloroplastlar ve mitokondriler gibi farkli hiicresel organellerde
lokalize olan metabolik reaksiyonlar sirasinda ara iiriin olarak da meydana gelebilir
(delRio ve ark., 2006; Navrot ve ark., 2007). Gelismis bitkilerde fotosentez olay1
oldukca organize olmus tilakoid membranlara sahip olan kloroplastlarda meydana
gelen bir olaydir. Tilakoid membranlar optimum 1s1k absorbsiyonu igin gerekli
yapisal 6zelliklere ve bilesenlere sahiptir. Fotosentez boyunca kloroplastlarda olusan
oksijen, elektron tasimmim reaksiyonlarindan gelen elektronlar1 alarak siiperoksit
radikalini (O;") olusturabilir. Normal kosullar altinda AOT’ ler ¢esitli antioksidant
savunma mekanizmalar1 ile detoksifiye edilir (Foyer ve Noctor, 2005). Ancak
tuzluluk, UV radyasyonu, kuraklik, agir metaller, asir1 yiiksek ve diisiik sicakliklar,
besin eksikligi, hava kirliligi, herbisitler ve patojen saldirilart gibi biyotik ve abiyotik
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stres faktorleri, AOT’ lerin olusum ve detoksifikasyon hizi arasindaki dengeyi
bozabilir. Bu da hiicresel yapilarda hasarlara neden olan AOT’ lerin hiicre i¢indeki

miktarinin hizla artmasina yol acar (Bhattachrjee, 2005) (Sekil 2.4).

O," radikali de gesitli reaksiyonlar sonucunda hidrojen peroksit (H2O), hidroksil
radikali (OH") ve diger AOT’ lerin olusmasina yol agar. O, radikali, H;O,, 'O,
(singlet oksijen), HO," (perhidroksi radikali) ve OH" radikali gibi AOT”’ ler olduk¢a
reaktiftir ve toksik etkilere sahiptir. Bu AOT’ lerin kimyasal olusum mekanizmasi
sekil 2.5° de verilmistir. Bunlar proteinler, lipidler, karbohidratlar ve DNA’ da
hasarlara neden olarak sonucta hiicre Oliimlerine yol acar. Farkli cevresel stres
faktorlerinin etkisiyle bitki dokularinda meydana gelen AOT’ ler iirlin kayiplarinin
temel sebebidir (Mittler, 2002; Apel ve Hirt, 2004; Khan ve Singh, 2008). AOT’ ler
niikelik asitlerde hasar olusturarak, proteinleri okside ederek ve lipid
peroksidasyonuna neden olarak birgok hiicresel fonksiyonda bozulmalara neden olur

(Foyer ve Noctor, 2005).

I

DENGE
AOS=AO0T

OKSIDATIF STRES
AQS <AOT

ANTIOKSIDANTLAR

OKSIDANTLAR

Sekil 2.4. AOS (antioksidant sistem) ve AOT (aktif oksijen tiirleri) arasindaki denge (Gill ve Tuteja, 2010).
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Sekil 2.5. Enerji transferi mekanizmast ile farkli AOT” lerin olusumu (Gill ve Tuteja, 2010).

Ancak AOT’ lerin hasar verici, koruyucu veya sinyal etkilerine sahip olmasi, AOT
tiretimi ile detoksifikasyonunu arasindaki dengenin dogru yerde ve zamanda
saglanmasia baghdir (Gratao ve ark., 2005). AOT’ ler hiicrelerde ¢esitli hasarlara
yol agabilecegi gibi, bazi genlerin ekspresyonlar: gibi cevaplar1 da baglatabilir. AOT’
lere verilecek hiicresel cevaplarin tipini belirleyen bir¢ok faktor vardir. Bir AOT’ nin
subselliiler olusum bdlgesi, bu bilesigin toksisitesini de belirleyen 6nemli bir
faktordiir. Ciinkii AOT’ ler herhangi bir hiicresel molekiille reaksiyona girebilmek

icin ¢ok kisa mesafeleri difiizyonla kat edebilir.

2.5.1. Bitki hiicrelerinde AOT’ lerin olustugu bolgeler

2.5.5.1. Kloroplastlar

Gelismis bitkilerde fotosentez olay1 yiliksek derecede organize olmus tilakoid
membran sistemine ve optimum 151k absorbsiyonu icin gerekli yapisal 6zeeliklere
sahip olan kloroplastlarda gerceklesir (Pfannschmidt, 2003). O, fotosentetik elektron
tasinim reaksiyonlar1 boyunca suyun parcalanmasi (fotoliz, Hill reaksiyonu)
sonucunda olusturulur. O’ nin suya kadar indirgenmesi gelismis organizmalarda
metabolik olaylar i¢in gerekli enerjinin iiretilmesini saglar. Ancak bazi stres faktorleri
nedeniyle bu indirgenme tam olarak gerceklestirilemezse, iiretim hizi artan ve
dokularda birikim gostermeye baglayan AOT’ ler bir¢ok biyolojik molekiilii okside
edebilir. Ornegin tuz stresi altindaki bitkilerde stomalarin kapatilmasi, yaprak
dokularina alman CO, miktarimi ve CO, fiksasyon reaksiyonlarini yavaglatir. Bu

durum NADPH molekiiliiniin harcanma hizim1 ve fotosentetik elektron tasimmim
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reaksiyonlarinda, elektronlarm son alicis1 olan NADP" molekiiliiniin rejenerasyon
hizim1 kisitlar. Ancak fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlart yiliksek bir hizla
gergeklesmeye devam eder. Bu durumda sistemde tasian elektronlar, ortamda
yeterince NADP" molekiilii bulunmadig icin O, gibi alternatif alicilara verilir ve
boylece O, radikalinin olusumu baslamis olur (Tausz ve ark., 2004). Bu reaksiyona
“Mehler reaksiyonu” adi verilir (Wise ve Naylor, 1987). O, radikali bitki
dokularinda olusan ilk AOT’ dir ve yar1 omri yaklasik 2-4 us’ dir. O," radikali
kloroplastlarin tilakoid membranlarina bagli olan fotosistem I (FS I) tarafindan
olusturulur. Ancak yapilan bazi arastirmalar, fotosistem II’ nin (FS II) yapisinda
bulunan kinon A (Q,) ve kinon B (Qg) adli elektron tasiyict molekiillerin de benzer
bir mekanizma ile O," radikalini olusturdugunu gostermistir (Takahashi ve ark.,
1988). Tuz stresinin farkli bitki tiirlerinde O, radikalinin birikim hizim1 artirdig:

belirlenmistir (Ahmad ve ark., 2010, 2011; Ahmad ve Umar, 2011 ).

O," radikali tilakoid membranlarin stromaya bakan yiizeyinde bir dismutasyon
reaksiyonu ile enzimatik olarak baska bir AOT olan H,0,” ye donistiiriiliir
(Takahashi ve ark., 1988). H,O,’ nin dokulardaki yar1 6mrii 1 ms kadardir. H,O;’ nin
bitki dokularinda birikim gostermesi oksidatif strese yol agmaktadir. H,O, 6zellikle
enzimleri, bazi bilesiklerin tiol gruplarin1 okside ederek bunlari inaktif hale
getirmektedir. Yapilan aragtirmalar H>O,’ nin bitki metabolizmasi iizerinde iki yonlii
etki mekanizmasma sahip bir bilesik oldugunu gostermistir. Ornegin diisiik
konsantrasyonlarda c¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi tolerans
gelisimi ile ilgili bir sinyal molekiilii olarak rol oynarken, yiiksek konsantrasyonlarda
programlanmis hiicre dliimlerine yol agmaktadir (Quan ve ark., 2008). H,O, aym
zamanda bitkilerde biiyiime, gelisme, senesens, fotosentez, fotorespirasyon, stoma
hareketleri ve hiicre dongiisii gibi birgok olayda diizenleyici fonksiyona sahiptir
(Mittler ve ark., 2004; Peng ve ark., 2005; Noctor ve Foyer, 1998; Bright ve ark.,
2006; Foreman ve ark., 2003).

'0, ise tekli uyarilmis durumda olan ve olusumu i¢in elektron almaya gereksinim
duymadigi i¢in siradis1 olarak kabul edilen bir AOT c¢esididir. Absorblanan ancak

fotosentetik elektron taginim reaksiyonlarinda kullanilamayan enerji kloroplastlarda
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triplet (iiglii uyarilmis) klorofil ve >0, olusumuna neden olmaktadir. Daha sonra bu
ikisinin reaksiyona girmesi sonucunda oldukca reaktif bir AOT olan 'O,
olusmaktadir. '0,, FS I ve FS 11 aktivitesi iizerinde olduk¢a siddetli bir inhibisyon
etkisine sahiptir. 'O,’ nin bitki dokularindaki yar1 émriiniin 3 pus oldugu ve dokularda
onemli sayilabilecek bir mesafeyi difiizyonla kat edebildigi rapor edilmistir (Hatz ve

ark., 2007).

OH" radikali hiicrelerdeki en reaktif olan AOT c¢esididir. O, radikali ve H,O,’ den
demir iyonlarinin da varliginda Fenton reaksiyonu yardimiyla olusturulur. OH”
radikalleri hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonu, DNA, protein ve diger
hiicresel yapilarda olusan hasarlar bakimindan oldukga etkilidir. Diger AOT’ ler
arasinda hiicre dliimleri konusunda en biiylik paya sahiptir ve tuz stresi kosullarinda
bitki hiicrelerinde birim gostermektedir. (Vranova, 2002a). Hiicrelerde OH”
radikalini detoksifikasyonunu saglayacak herhangi bir enzim bulunmadigindan, bu

radikalin agir1 birikimi hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Vranova ve ark., 2002b).

Sonug olarak kloroplastlar bitkisel organizmalarda O, radikali, H,O, ve '0, gibi
toksik AOT’ lerin olugmasina neden olan en 6nemli hiicresel organel olarak kabul

edilmektedir.
2.5.1.2. Mitokondriler

Normal kosullar altinda mitokondrilerde belirli oranda AOT olusumu meydana gelir.
Ancak biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin etkisiyle AOT olusumu hizlanir.
Mitokondriyal elektron taginim sistemindeki bilesenlerden olan kompleks I ve
kompleks 111 O, radikali olusumunun gézlendigi yerlerdir. O," radikali daha sonra
bir dismutasyon reaksiyonu ile enzimatik olarak H,O,’ ye donistiiriiliir (Quan ve
ark., 2008; Moller, 2001; Raha ve Robinson, 2000). Yapilan arastirmalar
mitokondrilerdeki O, radikalinin yaklasik % 5° lik kisminin H,O; iiretimi igin
kullanildigin1 gostermistir (Moller, 2001). Olusan H;0, indirgenmis demir veya
bakir iyonlari ile reaksiyona girerek ¢ok daha toksik olan OH" radikalini olusturur.

OH" radikali mitokondriyal membranlar1 kolayca gecerek daha biiyiik boyutta
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hiicresel hasarlara neden olur (Sweetlove ve Foyer, 2004). OH" radikali hiicresel
membranlarda peroksidasyona yol acar. Yani membranlardaki ¢coklu doymamis yag
asitleri ile reaksiyona girerek malondialdehit (MDA) gibi sitotoksik etkiye sahip olan
bilesiklerin olusumu s6z konusudur. Olusan MDA 6zellikle proteinler, niikleik asitler

ve diger lipidlerle reaksiyona girerek toksik etkisini gosterir.

2.5.1.3. Peroksizomlar

Peroksizomlar o6zellikle oksidasyon reaksiyonlarinin meydana geldigi ve AOT
olusum riskinin yiiksek oldugu organellerdir. Mitokondri ve Kkloroplastlar gibi
peroksizomlarda da normal metabolizma sirasinda O;” radikali meydana gelir.
Peroksizomlarin iki farkli bélgesinde O, radikali olusturulur (delRio ve ark., 2002).
Bunlardan birincisi peroksizom matriksidir. Burada ksantin oksidaz enziminin
katalizledigi reaksiyon sonucunda, ksantin ve hipoksantin iirik aside doniistiiriiliir
(Corpas ve ark., 2001). Ikincisi ise peroksizom membranlarinda NAD(P)H
molekiiline bagimli basit bir elektron tasinim sistemidir. Bunun disinda
fotorespirasyon olaymin peroksizomlarda meydana gelen reaksiyon basamaklarinda

ve yag asitlerinin B-oksidasyonu sirasinda da H,O, olusumu goézlenir (del Rio ve
ark., 2002).

2.5.1.4. Diger AOT kaynaklari

Bitki hiicrelerinde AOT’ ler aym1 zamanda plazma membraninda ve apoplastik
bolgede de meydana gelebilir. pH-bagimli ¢eper peroksidazlari, germin benzeri
okzalt oksidazlar ve amin oksidazlar apoplastik bolgedeki H,O, kaynaklar1 olarak
bilinmektedir (Bolwell ve Woftastek, 1997).

2.6. Bitkilerde Antioksidant Sistem
Bitkiler, gesitli stres faktorlerine maruz kaldiklar1 zaman dokularinda birikim hizi

artan AOT’ lerin toksik etkilerinden kendilerini korumak i¢in etkili bir antioksidant

sistem gelistirmistir. Farkli stres kosullar1 altinda hiicresel antioksidant mekanizmada
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meydana gelen degisimler konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir (Khan ve Singh,
2008; Singh ve ark., 2008; Dogru, 2014). Antioksidant sistem, enzimatik ve
enzimatik olmayan bilesenlerden olusur. Siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon
transferaz (GT), glutatyon peroksidaz (GPOX) ve katalaz (KAT) bu sistemin 6nemli
bazi enzimatik bilesenlerini olusturur. Askorbik asit (C vitamini), glutatyon,
karotenoidler, flavonoidler ve a-tokoferol (E vitamini) ise enzimatik olmayan

antioksidant bilesiklerdir.

2.6.1. Antioksidant Enzimler

2.6.1.1. Siiperoksid dismutaz (SOD; 1.15.1.1)

Bir metaloenzim olan SOD, tiim aerobik organizmalarda bulunan en etkili hiicre i¢i
enzimatik antioksidant enzimdir. Cesitli ¢evresel stres faktorlerinin  bitki
dokularindaki AOT iiretim hizim1 artirdigi, bu kosullarda SOD’ nin bitki stres
toleransinda onemli bir kriter oldugu ve AOT’ lerin toksik etkilerine kars1 bitkilerde
ilk savunma hattin1 olusturdugu bilinmektedir. SOD O;" radikalinin bir dismutayon
reaksiyonu ile H,O;' ye indirgenmesiyle ilgili reaksiyonu katalizler. Bu sirada diger
bir O, radikali de O;' ye okside edilir. SOD O, radikalini detoksifiye ederek Haber-
Weiss reaksiyonu ile OH” radikalinin olugsma olasiligin1 azaltir. SOD’ nin
katalizledigi bu dismutasyon reaksiyonu, O, radikalinin enzimatik olmayan
dismutasyona gore 10.000 kat daha hizlidir. SOD’ nin ii¢ farkli izozimi vardir.
Bunlar sahip olduklar1 metal kofaktorlere gore birbirinden ayrilmistir ve hiicrenin
farkli  bolgelerinde lokalize olmustur. Ornegin Cu/ZnSOD kloroplast ve
sitoplazmada, MnSOD mitokondri ve peroksizomlarda, FeSOD ise kloroplastlarda
bulunur (Mittler, 2002). Arabidopsis thaliana’ da yapilan bir ¢alismada, bu bitkinin
genomunda FeSOD’ ye ait ii¢ tane (FSD1, FSD2 ve FSD3), Cu/ZnSOD’ ye ait ii¢
tane (CSD1, CSD2 ve CSD3), MnSOD’ ye ait bir tane (MSD1) gen bulundugu
belirlenmistir (Kliebenstein ve ark., 1999). SOD’ nin biitiin izozimleri nuklesda

kodlanir ve daha sonra fonksiyon gosterecekleri bolgeye gonderilir. SOD
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aktivitesinin biyotik ve abiyotik stres faktorleri altindaki bitki dokularinda artig
gostermesi, stres toleransinin gelismesi bakimindan 6nemlidir. Dut, nohut, domates
ve misir gibi bitki tiirlerinde tuz uygulamalar1 sonucunda SOD aktivitesinde artis
meydana geldigi rapor edilmistir (Harinasut ve ark., 2003; Kukreja ve ark., 2005;
Gapinska ve ark., 2008; Dogru, 2014). Eyidogan ve Oz (2005), tuz stresi altindaki
nohut bitkilerinde Cu/ZnSOD ve MnSOD izozimlerinin aktivitelerinde artig
gozlemislerdir. Pan ve arkadaslar1 (2006) da Glycyrrhiza uralensis bitkisinde tuz
stresi etkisiyle SOD aktivitesinin artis gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Yu
ve Rengel (1999a ve 1999b) aci bakla bitkisinde, Ahmad ve arkadaglar1 (2010) dut
bitkisinde tuz stresinin SOD aktivitesini artirdig1 belirlenmistir. Ote yandan MnSOD
genini yiiksek derecede ekspresleyen transgenik Arabidopsis ve domates bitkilerinde
de tuz stresi uygulamalar1 SOD aktivitesinin artmasina neden olmustur (Wang ve

ark., 2004 ve 2007).

2.6.1.2. Askorbat peroksidaz (APOD; 1.11.1.11)

APOD gelismig Dbitkiler de dahil birgok canli grubunda AOT’ lerin
detoksifikasyonuna karst en etkili antioksidant enzimlerden biridir. APOD bitki
hiicrelerinde su-su dongiisii ve askorbat-glutatyon dongiisiinde yer alan enzimlerden
biridir ve HyO0,” nin par¢alanmasindan sorumludur. APOD enziminin
kloroplastlardaki tilakoid membranlara bagli olan (tAPOD), glioksizom mebranlarina
bagli olan (gmAPOD), kloroplast stromasinda (sAPOD) ve sitoplazmada (cAPOD)
¢Oziinmiis olarak bulunan farkli izozimleri vardir (Noctor and Foyer, 1998). APOD’
un H20O,’ ye afinitesi oldukca yiiksektir (UM seviyesinde). Bitki hiicrelerinde H,O,’
nin parcalanmasinda rol oynayan diger enzimlerden olan guaiakol peroksidaz
(GPOD) ve katalazin (KAT) afinitesi ise daha diistiktiir (mM seviyesinde). Bu
nedenle bitkilerde H,O,’ nin detoksifikasyonu konusunda en etkili enzim APOD’
dur. Srivastava ve arkadaglar1 (2005) tuz stresi uyguladiklari Anabaena doliolum’ da
APOD aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Farkli misir genotiplerinde tuz stresinin
etkileri konusunda yapilan bir ¢alismada, APOD aktivitesinin 3167 adli genotipte
azalirken, 32K61 adli genotipte arttigi belirlenmistir (Dogru, 2014). Mittova ve
arkadaglar1 (2002) farkli domates genotipleri ile yaptigi ¢alismada, tuz tolerans
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derecesi ile APOD aktivitesindeki artis arasinda bir korelasyon bulundugunu rapor
etmiglerdir. Benzer sekilde Citrus bitkilerinde de tuz toleransi ile artan APOD
aktivitesi arasinda bir iliskinin oldugu ileri stiriilmiistiir (Gueta-Dahan ve ark., 1997).
Hernandez ve arkadaslar1 (2000) tuz stresi uygulanmis bezelyede APOD aktivitesinin
artis gosterdigini, Gossett ve arkadaslart (1994) ise tuz uygulanmis pamuk bitkisinde
APOD aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir.

2.6.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR; 1.6.4.2)

Hem prokaryot hem de Okaryot canlilarda bulunan GR bir flavo-protein
oksidorediiktazdir (Romero-Puertas ve ark., 2006). GR, SOD ve APOD gibi
askorbat-glutatyon dongiisiinde rol oynayan bir enzimdir ve indirgenmis glutatyon
havuzunu besleyerek AOT’ lere karsi savunmanin 6nemli bir pargasini olusturur. GR
biiyiik oranda kloroplastlarda bulunmasina ragmen, mitokondri ve sitoplazmada da
gozlenmistir (Creissen ve ark., 1994). GR, okside durumdaki glutatyonu (GSSG)
NADPH molekiiliinden aldig1 bir elektronu kullanarak indirgenmis forma (GSH)
doniistiiriir (Chalapathi ve Reddy, 2008). GSH ayni zamanda glutatyon transferaz
enziminin substrati olarak da onemlidir (Reddy ve Raghavendra, 2006). GR
aktivitesinde ve GSH miktarinda meydana gelen degisimler bitki tilirlerinin gesitli
stres faktdrlerine karsi tolerans gelistirmesinde oldukga énemlidir. Eyidogan ve Oz
(2005) nohut bitkisinin yaprak dokularinda, Kukreja ve arkadaslari (2005) kok
dokularinda, Srivastava ve arkadaslar1 (2005) ise A. doliolum’ da tuz stresi
uygulamalari sonucu GR aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Dogru (2014) tuz
stresi uyguladig1 3167 ve Bora adli misir genotiplerinde tuz stresinin GR aktivitesini
artirdigin1 rapor etmistir. Hernandez ve arkadaglar1 (1999) bezelye bitkisinde, Parida
ve arkadaslar1 (2004) ise Bruguiera parviflora bitkisinde tuz stresinin GR aktivitesini

artirdigini gozlemlemislerdir.

2.6.1.4. Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR; 1.6.5.4)

MDHAR kloroplastik ve sitoplazmik izozimleri bulunan bir Flavin adenine

dintikleotid enzimidir. MDHAR elektron alicist1 olarak monedehidro askorbat
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(MDHA) molekiilii i¢in biiyiik bir spesifiteye sahiptir. MDHA molekiili de NADPH’
dan ziyade NADP molekiiliinden elektron alir. Reaksiyonun ilk basamaginda enzim-
FAD kompleksi, bir yiik transfer bilesigini olusturmak iizere indirgenir. Indirgenen
enzim de elektronlarint MDHA molekiiliine vererek iki molekiil askorbik asidin
olusumunu saglar. Bu olayin tilakoid membranlarda 151k yarmiyla indirgenmis olan
ferrodoksin araciligr ile meydana gelmesi fizyolojik acidan oldukca Onemlidir.
Indirgenmis ferrodoksinin, MDHA molekiiliini NADP** ya gore daha etkili bir
sekilde indirgeme yetenegine sahip olmasi nedeniyle, MDHAR enzimi MDHA
molekiiliiniin tilakoid membranlardaki savunma sistemi yardimiyla indirgenmesinde
gorev almaz. Dolayisiyla MDHAR enzimi ortamda indirgenmis ferrodoksin yerine
NAD(P)H molekiiliiniin bulundugu durumlarda fonksiyoneldir (Asada, 1999).
MDHAR enzimi APOD ile birlikte mitokondri ve peroksizomlarda da H,0,’ nin
detoksifikasyonundan sorumludur (del Rio ve ark., 2002). Transgenic tiitiin
bitkilerinde MDHAR geminin asirt ekspresyonunun tuz toleransini artirdigi
belirlenmigtir (Eltayeb ve ark., 2007). Hasanuzzaman ve arkadaslar1 (2011) ise tuz
stresi uygulanan Brassica napus bitkilerinde, artan tuz konsantrasyonu ile birlikte
MDHAR aktivitesinin azaldigin1 belirtmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada da tuz
stresinin armut bitkisinin yapraklarindaki MDHAR aktivitesini artirdig1 gézlenmistir

(He ve ark., 2008).

2.6.1.5. Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR; 1.8.5.1)

DHAR enzimi oksitlenmis askorbik asitten indirgenmis askorbik asidin olusumunu
saglayan reaksiyonu katalizler. Hiicrelerde stres faktorlerinin neden oldugu AOT
birikimine kars1 tolerans i¢in indirgenmis askorbat miktarinin regiilasyonu oldukca
onemlidir. DHAR enziminin aktivitesindeki artislar da bir¢cok abiyotik stres
faktoriine kars1 gelistirilen tolerans i¢in gereklidir. Tiitlin ve Arabidopsis bitkilerinde
de tuz toleransi ile DHAR enziminin aktivitesindeki artiglar arasinda bir
korelasyonun bulundugu ortaya ¢ikarilmistir (Ushimaru ve ark., 2006; Eltayeb ve
ark., 2007). Hasanuzzaman ve arkadaslari (2011) ise orta (100 mM) ve yiiksek (200
mM) siddette tuz stresi uyguladiklar1 Brassica napus bitkilerinde, DHAR

aktivitesinin azaldigin1 belirtmislerdir. Tuz stresi uygulanan Cicer arietinum
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bitkisinde de DHAR aktivitesinin artmastyla birlikte tuz toleransinin da arttig1 rapor
edilmistir (Sheokand ve ark., 2010). Hernandez ve arkadaslari (1999) ise bezelye
yapraklarindaki DHAR aktivitesinin sadece yliksek tuz konsantrasyonlarinda (130-
160 mM) indiiklendigini belirtmislerdir.

2.6.1.6. Katalaz (KAT; 1.11.1.6)

Katalaz enzimi tetramer yapisina sahip olan, hem iceren ve H>O,’ nin dogrudan
dogruya su ve oksijene doniisiimiinii saglayan reaksiyonu katalizleyen bir enzimdir.
Stres kosullar1 altindaki bitkilerde AOT’ lerin detoksifikasyonu i¢in onemli bir
fonksiyone sahiptir (Garg ve Manchanda, 2009). Bir molekiil katalaz enzimi
dakikada yaklagik 6 milyon H,O, molekiilinii su ve oksijene kadar
parcalayabilmektedir. Katalaz enzimi oOzellikle peroksizomlarda meydana gelen
fotorespirasyon, yag asitlerinin B-oksidasyonu ve piirin metabolizmasi sirasinda
olusan H,0; molekiillerinin detoksifikasyonunda etkilidir. Gelismis bitkilerde
katalaz enziminin izozimleri de ayrintili bir sekilde calisilmistir (Polidoros ve
Scandalios, 1999). Katalazin arpada 2, aygiceginde 4 ve kolzada 12 tane izoziminin
bulundugu rapor edilmistir (Frugoli ve ark., 1996, Azevado ve ark., 1998,
Azpilicueta ve ark., 2007). Misir bitkisinde belirlenen ii¢ katalaz izoziminin (CAT1,
CAT2 ve CAT3) genlerinin farkli kromozomlar {izerinde yer aldig1 ve ayn1 zamanda
ekspresyon ve regiilasyonlarinin da birbirinden bagimsiz gerceklestigi belirlenmistir.
Bu izozimlerden CAT1 ve CAT2’ nin peroksizomlar ve sitoplazmada, CAT3’ iin ise
mitokondrilerde bulundugu artaya cikarilmistir (Scandailos, 1990). Eyidogan ve Oz
(2005), tuz stresi altindaki nohut yapraklarinda katalaz aktivitesinin 6nemli derecede
arttigin1 belirlemistir. Benzer sekilde nohut bitkisinin kokerinde de tuz stresinin
katalaz aktivitesini artirdig1 belirlenmistir (Kukreja ve ark., 2005). A. doliolum’ da
ise tuz stresinin katalaz aktivitesini azalttigi rapor edilmistir (Srivastava ve ark.,
2005). Katalaz aktivitesinin tuz stresine maruz birakilan soya, (Comba ve ark.,
1998), salatalik (Lechno ve ark., 1997), dut (Sudhakar ve ark., 2001) ve hardal
bitkilerinde (Ahmad ve ark., 2012) artt1g1 da ortaya ¢ikarilmistir.
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2.6.1.7. Guaiakol peroksidaz (GPOD; 1.11.1.7)

GPOD ve APOD enzimleri bitki hiicrelerindeki fizyolojik islevleri bakimindan
farklilik gosterir. GPOD temelde indol-3-asetik asit adli bitkisel hormonun
pargalanmasindan, lignin biyosentezinden ve H;0,’ yi parcalayarak biyotik stres
faktorlerine karst bir savunma mekanizmasi olusturmaktan sorumludur. GPOD
enzimi genellikle guaiakol ve pirogallol gibi aromatik yapiya sahip olan elektron
vericilerini tercih eder (Asada, 1999). Vigna radiata (Panda, 2001) ve Oryza sativa
(Koji ve ark., 2009) bitkilerinin yapraklarinda, tuz stresi uygulamalar1 sonucu GPOD
aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Dogru (2014) ise tuz stresi altindaki misir
genotiplerinden 3167 ve 32K61 genotiplerinin yapraklarindaki GPOD aktivitesinin
arttigini, Bora genotipinde ise azaldiginit ve GPOD aktivitesindeki degisimlerin
genotype bagl olarak farklilik gosterdigini belirlemistir. Tuz stresinin duyarlt bir
domates genotipinin koklerinde GPOD aktivitesini azalttigi, ancak toleransh
genotipte ise artirdigi gozlenmistir (Mittova ve ark., 2004). GPOD ve diger
antioksidant enzimlerin bitkilerde tuz stresinin neden oldugu oksidatif hasarin

boyutlarini azalttig1 da bildirilmistir (Alscher ve ark., 1997; Apel ve Hirt, 2004).

Stres altindaki bitkilerde antioksidant enzim aktivitelerinde meydana gelen
degisimlerin arastirimasi oldukc¢a oOnemlidir. Cilinkii bu degisimler farkli bitki
tirlerinin ve aymi tiire ait farkli genotiplerin herhangi bir stres faktoriine karsi
tolerans ve duyarlilik derecesi hakkinda bilgiler saglamaktadir. Diger 6nemli bir
nokta da stres altindaki bitkilerde antioksidant enzimlerin birbirleriyle uyum iginde
calismast  zorunlulugudur. Ciinkii bu enzimlerden bazilarinin katalizledigi
reaksiyonlarin iriinleri, diger bazi anitoksidant enzimler i¢in gerekli substratlar
olusturmaktadir. Baz1 enzimler de dogrudan dogruya AOT detoksifikasyonunda rol
oynamamalarina ragmen, diger antioksidant enzimlerin gereksinim duydugu
elektronlart ve indirgenmis formda bulunmasi gereken metabolitleri saglamaktadir.
Buna oOrnek olarak gosterilebilecek askorbat-glutatyon dongiisiiniin mekanizmasi

sekil 2.6” da verilmistir.
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2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidant molekiiller

2.6.2.1. Askorbik asit (AsA)

Askorbik asit bitkilerde yaygin olarak bulunan, AOT’ lerin neden oldugu oksidatif
hasarlar1 minimum seviyeye indiren veya tamamen ortadan kaldiran, suda ¢6ziinme
Ozelligine sahip olan antioksidant bir molekiildiir (Athar ve ark., 2008). Askorbik asit
tiim bitki dokularinda bulunur. Ancak meristematic hiicrelerde, bazi meyvelerde ve
fotosentetik dokularda miktar1 daha fazladir. Gelisimini tamamlamis kloroplastlara
ve yliksek klorofil icerigine sahip olan olgun yapraklardaki miktarinin ¢ok ytiksek

oldugu belirlenmistir.

H,0 (\f AsA VNADPH

APOD MDHAR

AsA +DHA VGSSG v NADP*
DHAR GR
0,- H,0,
s0D

Sekil 2.6. Askorbat-glutatyon dongiistiniin mekanizmasi (O,”, siiperoksit radikali; SOD, siiperoksit dismutaz;
H,0,, hidrojen peroksit; APOD, askorbat peroksidaz; AsA, askorbik asit, MDHA, monodehidro
askorbik asit; MDHAR, monodehidroaskorbat rediiktaz; DHA, dehidroaskorbik asit; DHAR,
dehidroaskorbat rediiktaz; GSSG, okside glutatyon; GSH, indirgenmis glutatyon; GR, glutatyon
rediiktaz) (Dogru, 2006).

Askorbik asit normal fizyolojik kosullar altinda yapraklarda ve kloroplastlarda
cogunlukla indirgenmis formda bulunur (Smirnoff, 2000). Bir bitki hiicresindeki
askorbik asidin yaklasik % 30-40° lik kisminin kloroplastlarda bulundugu ve
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Kloroplast stromasindaki askorbik asit miktarinin 50 mM’ a kadar ¢ikabilecegi
bildirilmistir (Foyer ve Noctor, 2005).

Bitki hiicrelerinde askorbik asit metabolizmasinda en 6nemli rolii oynayan organelle
rise mitokondrilerdir. Mitokondriler, askorbik asit sentezinin yani sira, bu molekiiliin
indirgenmis formunun rejenerasyonundan da sorumludur (Szarka ve ark., 2007).
Indirgenmis askorbik asidin rejenerasyonu bitki metabolizmasi agisindan oldukca
onemlidir. Cilinkli okside formdaki askorbik asit (dehidro askorbik asit; DHA),
indirgenmedigi taktirde ¢ok kisa bir siire i¢inde pargalanabilir. Askorbik asit en etkili
AOT temizleyicisi olarak kabul edilir. Ciinkii birgok enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyona gereksinim duyduklar elektronlar1 askorbik asit saglamaktadir. Askorbik
asit ayn1 zamanda O, ve OH" radikallerinin detoksifiye ederek ve tokoperoksi
radikallerinden a-tokoferol olusumunu saglayarak, membranlart AOT’ lerin neden
olabilecegi hasarlara karsi korur. Diger yandan askorbik asit, violoksantin de-
epoksidaz enzimi icin kofaktorolarak gorev yapar ve absorblandiktan sonar
kullanilamayan ve fotosentetik birimlere zarar verebilecek olan asir1 151k enerjisinin
tiketilmesini saglar (Smirnoff, 2000). Yapraklardaki askorbik asit miktar1 ile
bitkilerin stres faktorlerine tolerans dereceleri arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir.
Omegin yapraklarindaki askorbik asit miktar1 yiiksek olan tiitin ve kavak
bitkilerinde oksidatif stres hasarlarinin azaldigi rapor edilmistir. (Aono ve ark., 1993;
Foyer ve ark., 1995). Dogru (2014), tuz stresinin bazi misir genotiplerinin
yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktarin1 artirirken, okside formdaki
askorbik asit miktarini azalttigin1 belirlemistir. Agarwal ve Shaheen (2007) de tuz
stresi altindaki Momordica charantia bitkilerinin yapraklarindaki askorbik asit
miktarinin kontrole gore arttigini ortaya ¢ikarmigstir. Farkli bitki tiirlerinde yapilan
caligmalar da tuz stresinin yapraklardaki askorbik asit miktarini artirdigini

gostermistir (Panda ve Upadhyay, 2004; Parida ve ark., 2004).

2.6.2.2. Glutatyon

Glutamin, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan ve bir tripeptid olan glutatyon,

AOT’ lerin neden oldugu oksidatif strese karst en Onemli savunma
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mekanizmalarindan birini olusturmaktadir. Bitkilerde cogunlukla indirgenmis formda
bulunan glutatyon; sitoplazma, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri,
Kloroplast, apoplast peroksizomlar gibi birgok bolgede bulunabilir (Mittler ve
Zilinskas, 1992; Jimenez ve ark., 1998). Glutatyonun bitkilerde AOT’ lerin neden
oldugu oksidatif strese karsi savunmada rol oynayabilmesi i¢in indirgenmis formda
bulunmasi gerekmektedir (Meyer, 2008). Glutatyon; '0,, H,0, ve en toksik AOT
olan OH" radikalinin potansiyel temizleyicisidir (Larson, 1988; Briviba ve ark.,
1997; Noctor ve Foyer, 1998). Glutatyon ayrica, askorbat-glutatyon dongiistinde
indirgenmis askorbik asidin olusumunu saglayarak, antioksidant savunma sisteminde
Oonemli bir fonksiyonu yerine getirir. Siddetli strese maruz kalan bitkilerde genellikle
indirgenmis glutatyon miktarmin azaldigi, redoks durumunun bozularak bitki
dokularinda okside formdaki glutatyon miktarinin arttifi ve oksidatif hasarlarin
meydana geldigi belirlenmistir (Tausz ve ark., 2004). Sumithra ve arkadaslari
(Creissen ve ark., 1999), Vigna radiata’ nin tuza toleransli olan Pusa Bold adli
genotipinin yapraklarindaki indirgenmis glutatyon miktarinin daha ytiksek oldugunu
ve bu genotipte meydana gelen oksidatif hasarin boyutlarinin da daha diisiik
oldugunu bildirmislerdir. Glutatyonun farkli stres kosullari altinda fotosentetik
aygitin oksidatif hasara karst korunmasinda da rol oynadigi bilinmektedir. Tuza
toleransli olan Brassica napus bitkilerinde, glutatyon miktarindaki artisin tuz
stresinin olumsuz etkilerini azalttigi belirlenmistir (Hussain ve ark., 2008). Gossett
ve arkadaslar1 (1996) da, tuza toleransh olan pamuk genotiplerinde indirgenmis
glutatyon miktarinin duyarli olanlara gore daha yiliksek oldugunu rapor etmistir.
Indirgenmis glutatyon ayni1 zamanda AOT’ lerin detoksifikasyonunda rol oynayan
glutatyon transferaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimleri i¢in bir substrat
niteligindedir (Noctor ve ark., 2002).

AOT’ lerin detoksifikasyonu disinda glutatyon; bitkilerdeki stilfat tasinimi, bazi
metabolitlerin konjugasyonu, sinyal iletimi, stres cevaplariyla ilgili bazi genlerin
ekspresyonu, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, patojen direncinin kazanilmasi,
enzim regililasyonu ve agir metal toksisitesi kosullarinda fitoselatinlerin sentezi gibi
birgok fizyolojik olayda 6nemli rol oynamaktadir (Xiang ve ark., 2001; Mullineaux
ve Rausch, 2005; Rausch ve Wachter, 2005).
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2.6.2.3. a-Tokoferol

Tokoferoller, yagda c¢oziinme 6zelligine sahip olan, AOT ve lipid radikallerinin
detoksifikasyonunda rol oynayan molekiillerdir (Hollander-Czytko, 2005). Bu
molekiiller 6zellikle biyomembranlarda antioksidant ve antioksidant olmayan bazi
fonksiyonlarin  yerine getirilmesinden sorumludur. Kloroplastlarin  tilakoid
membranlarunda lokalize olan tokoferoller, 0, yi detoksifiye ederek membran
stabilitesini saglar. Tokoferollerin bitkilerde bulunan dort farkli izomerinden (a-, B-,
v- ve 0-) sadece a-tokoferol sahip oldugu ii¢ tane metil grubundan dolay1 en kuvvetli
entioksidant aktiviteye sahiptir (Kamal-Eldin ve Appelqvist, 1996). Bir molekiil a-
tokoferoliin ¢ok kisa bir siire icinde yaklasik 120 tane 10, molekiiliinii etkisiz hale
getirerek lipidlerin otooksidasyon hizini azalttigi belirlenmistir (Munne-Bosch,
2005). Gelismis Dbitkilerde tokoferollerin  sentezinden sorumlu genlerin
ekspresyonunun oksidatif stresle indiiklenebilecegi bildirilmistir (Wu ve ark., 2007).
Tuz stresi altindaki A. doliolum’ da a-tokoferol miktarinin artis gosterdigi ortaya
cikarilmigtir (Srivastava ve ark., 2005). Trebst ve arkadaslar1 (2002), osidatif stres
altindaki Chlamydomonas reinhardtii’ de fotosentetik aktivitenin korunmasi igin a-
tokoferol miktarmin yiiksek olmasi gerektigini rapor etmislerdir. Farouk (2011),
bugday yapraklarinda tuz stresinin indiikledigi yaprak senesensinin o- tokoferol ile
yavaglatildigint bulmustur. a-tokoferoliin 6zellikle tilakoid membranlarda lipid
peroksil radikallerini etkisiz hale getirerek lipid peroksidasyon oranini azalttii

belirlenmistir (Maeda ve ark., 2005).

2.6.2.4. Karotenoidler

Bitkiler fotosentetik reaksiyonlarina zararli olabilecek asir1 151k enerjisinden
korunmak i¢in farkli savunma sistemlerine sahiptir. Bu sistemlerin bazilar
isoprenoid bilesiklerle ilgilidir. Tokoferoller ile bitlikte karotenoid grubu
pigmentlerden olan B-karoten ve zeaksantin; asir1 151k enerjisini ortama 1s1 olarak
vererek veya AOT’ leri detoksifiye edip lipid peroksidasyonunu yavaslatarak tiim
fotosentetik organizmalarda 15181n neden olabilecegi hasarlara kars1 koruma saglar.

Karotenoidler bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan pigmentlerdir. Dogada
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600’ den fazla karotenoid g¢esidi bulunmaktadir. Karotenoidler lipidlerde ¢6ziinen
antioksidant etkiye sahip molekiillerdir ve bitkilerde oksidatif stres toleransi da dahil
bircok fonksiyon iistlenir. Ornegin karotenoidler dalga boyu 400-550 nm arasinda
olan 15181 absorblayarak bu 1s181n enerjisini klorofil pigmentlerine transfer eder. Bazi
kaynaklarda “aksesuar” pigment” olarak da tanimlanan karotenoidler boylece
fotosentetik aktivitenin yiikselmesini saglar (Sieferman-Harms, 1987). Bunun disinda
karotenoidler; ti¢lii uyarilmis klorofil molekiiliiniin (klog), 10, ve fotosentez sirasinda
olusabilecek diger AOT’ lerin zararli etkilerine kars1i fotosentetik aygitin
korunmasini saglayarak antioksidant etkiye sahiptir (Collins, 2001). Karotenoidlerin
ayrica fotosentetik aygit bakimindan O©nemli yapisal fonksiyonu da vardir.
Karotenoidler hem tilakoid membranlarin ve 151k toplayici komplekslerin yapisindaki
proteinlerin stabilizasyonu hem de FS I’ in yapisal biitlinliigliniin siirdiirtilmesi i¢in
onemlidir (Niyogi ve ark., 2001). Yapilan bir ¢alismada 100 mM konsantrasyonunda
tuz uygulanan piring yapraklarinda karotenoid miktarinin kontrole gore % 36
oraninda azaldig1 belirlenmistir (Chutipaijit ve ark., 2011). Vigna radiata’ da artan
tuz konsantrasyonlarinin yapraklardaki karotenoid ve ksantofil pigmentlerinin
miktarin1 azalttigi gozlenmistir (Saha ve ark., 2010). Benzer sekilde tuz stresi
altindaki Greviela arenaria, domates ve B. parviflora bitkilerinin yapraklarindaki
toplam karotenoid miktarinin azaldigi rapor edilmistir (Kennedy ve de Fillippsis,
1999; Khavarinejad ve Mostofi, 1998; Parida ve ark.,, 2002). Yapilan bazi
caligmalarda da tuz stresinin yonca ve arpa bitkilerinin yapraklarindaki toplam
karotenoid miktarint etkilemedigi belirlenmistir (Khavarinejad ve Chaparzadeh,
1998; Cakirlar ve ark., 2008). Hefni ve Abdel-Kader (2006) ise toleransli sorgum
genotiplerinde tuz uygulamalar1 sonucunda yapraklardaki toplam karotenoid
miktarinin kontrollere gore artig gosterdigini ve bunun tuz toleransi konusunda bir

seleksiyon kriteri olarak kullanilabilecegini belirtmistir.
2.7. Klorofil a Floresansi
Bitkisel verimliligi etkileyen her tiirlii cevresel stres faktorii fotosentez olaymi da

etkilemektedir. Bu nedenle stres fizyolojisi ile ilgili ¢aligmalarda en fazla incelenen

olaylardan biri de fotosentezdir. Giiniimiize kadar fotosentez hizinin veya
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fotosentetik aktivitenin Olgiilmesine yonelik bircok metod gelistirilmistir. Bu
yontemler genellikle gaz alis verisinin, atmosferden alinan CO, miktarinin, atmosfere
verilen O, miktarinin ya da fotosentez sonunda olusturulan karbonhidratlardan ileri

gelen agirlik artisinin Slgiilmesi ilkesine dayanmaktadir (Kacar, 1996 ).

Giliniimiizde fotosentezin Olgiilmesinde kullanilan en modern ve hassas teknik
klorofil a floresansidir (Maxwell ve Johnson, 2000; Hunt, 2003; Baker ve
Rosenqvist, 2004). Klorofil a floresans veriminde bazi degisimlerin meydana geldigi
ilk olarak Kautsky ve arkadaslar1 (1960) tarafindan gozlenmistir. Bu aragtiricilar
fotosentetik materyalin karanlik ortamdan aydinliga ¢ikarilmasi durumunda klorofil a

floresansi veriminde ¢ok kisa bir siire i¢in artig oldugunu gozlemislerdir.

Klorofil a floresans analizlerinin temel prensibi oldukca basittir. Klorofil molekiilleri
tarafindan absorblanan 151k enerjisinin izleyebilecegi ti¢ yol vardir. Absorblanan 151k
enerjisi ya elektron tasinim reaksiyonlarinin gerceklesmesi icin kullanilir ya da
ortama 1s1 veya 1s1k olarak geri verilir. Absorblanan 15181in ortama daha uzun dalga
boylu 151k olarak geri verilmesi olayma “floresans” adi verilir. Bu olay
kloroplastlardaki klorofil a molekiilleri tarafindan gerceklestirildigi i¢in genel olarak
“klorofil a floresans1” olarak bilinmektedir. Bu ii¢ olay birbiriyle siirekli rekabet
halindedir ve herhangi birinin etkinligindeki artig, diger ikisinin etkinliklerinin
azalmasma yol acgar. Bu durumda klorofil floresans veriminin Olciilmesi ile
fotokimyasal olaylarin etkinligi ve 1s1 olarak ortama geri verilen enerji miktar

hakkinda da bir fikir elde edilebilmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000).

Klorofil a floresans1 dl¢limleri ile FS II” nin durumu hakkinda bilgi elde edilmektedir.
Klorofil molekiillerinin absorbladigi 151k enerjisinin ne kadarinin fotosistem II
tarafindan kullanildig1 ve fazla 1s1k enerjisi nedeniyle FS II’ de meydana gelen
zararin boyutlar1 gibi konularda fikir vermektedir. FS II” de meydana gelen elektron
hareketleri, tim fotosentez hizi hakkinda belirleyici etkiye sahiptir. FS II ayni
zamanda, 151k etkisiyle cesitli zararlarin meydana geldigi fotosentetik aygitin en
duyarli bolgesi olarak bilinmektedir. Herhangi bir stres faktoriiniin etkili oldugu ilk

bolgenin de FS II oldugu bilinmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000). Bu teknigin
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sagladigi en biiylik avantajlardan biri de, herhangi bir stres faktoriiniin gézle goriiniir
belirtilerinin  gézlenmesinden ¢ok daha oOnce stres etkilerinin belirlenmesini
saglamasidir. Klorofil a floresansi 6l¢iimleri ile bir bitkinin fotosentetik performansi
hakkinda degerli bilgiler elde edilmektedir. Ancak bu metodun asil avantajli olan
yant, diger metodlarla elde edilemeyen bazi bilgiler saglamasidir. Floresans analizleri
ozellikle bitkilerin herhangi bir stres faktoriinii tolere edebilme yetenegi ve bu stresin
fotosentetik aygit Tlizerinde neden oldugu zararin boyutlar1 hakkinda bilgi

saglamaktadir.

2.7.1. Klorofil a floresans indiiksiyon Kinetikleri

Klorofil a floresans kinetikleri, farkli ¢evresel stres faktorlerinin fotosentez
tizerindeki etkilerinin arastirilmasit i¢in kullanilan olduk¢a modern ve hassas bir
tekniktir (Kalaji ve ark., 2011). Klorofil floresans 6l¢iimleri ile ilgili en 6nemli nokta,
FS II’ nin ilk elektron akseptorii olan Qa’ nin redoks durumudur. Qa okside durumda
iken floresans diisiik, Qa indirgenmis durumda (Qa’) ise floresans yiiksektir. Bu
durumda Kklorofil floresans verimi Qa ‘min net konsantrasyonu ile ilgilidir
(Govindjee, 2004).

Klorofil a floresans indiiksiyon kinetikleri ile ilgili 6l¢timlerden 6nce, yapraklara 6zel
klipsler yardimiyla 45-60 dakika boyunca karanlik adaptasyonu uygulanir. Boylece
elektron taginim sistemi elektronlardan tamamen kurtarilir ve tiim bilesenler okside
forma gegirilir. Daha sonra yaprak yiizeyine yiiksek yogunlukta 1s1ik uygulandiginda
floresans sinyalleri “O” noktasindan (F,; minimum floresans) “J” noktasina (Fj)
ulagir. Yaklasik 3 ms icinde meydana gelen bu artisin nedeni, Qa” nin FS 1II
tarafindan indirgenmesidir. Daha sonra floresans sinyalleri yaklasik 30 ms i¢inde “I”
noktasina ulasir (F,). Clinkii bu noktada plastokinon havuzu tamamen indirgenmistir.
Son asamada ise floresans sinyalleri yaklasik 300 ms i¢inde, FS I" in elektron
akseptor bolgesi tamamen indirgendigi i¢cin “P” noktasina ulasir (Fmn, maksimum
floresans) ve daha sonra birka¢ dakika ic¢inde floresans azalmaya baslar. “O”
noktasinda biitiin Qa molekiilleri okside durumda oldugundan, reaksiyon merkezleri

aciktir ve primer fotokimyasal olaylar hizlidir. “P” noktasinda ise tim Qa
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molekiilleri indirgenmis oldugundan, reaksiyon merkezleri kapalidir. Elde edilen
floresans sinyalleri ile zamanin logaritmik degerleri arasindaki iligkiyi gosteren
grafige “OJIP egrisi” ad1 verilir (Govindjee, 2004). Bu egrinin sekli klorofil a igeren

tiim fotosistemler i¢in benzerdir (Sekil 2.7).

OIJIP egrisinin farkli noktalarindaki klorofil a floresansi sinyallerinden faydalanilarak
gelistirilen “JIP testi” giiniimiizde bitki stres fizyolojisi alaninda fotosentetik aygitin
cevresel faktorlerde meydana gelen degisimlere verdigi cevaplarin arastirilmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Yusuf ve ark., 2010). JIP testi, Strasser (1981)
tarafindan olusturulan “biyomembranlardaki enerji akis teorisine” dayanan ve 1sik
verilen tiim fotosentetik canlilarda gozlenen polifazik ve hizli floresans kinetiklerinin
analiz edilmesini saglayan bir kavramdir. JIP testi arastirmacilara FS II aktivitesi,
floresans sinyalleri ve bunlarin analitik olarak ifade edilmesi arasindaki iliskileri
inceleme imkani sunmaktadir (Bussotti ve ark., 2007). Bu yontem FS II igerisinde
meydana gelen enerji giris ve ¢ikiglar1 arasindaki dengeyi ifade eden basit esitliklere
dayanir. Boylece JIP testi hem absorblanan 1sik enerjisinin fotosentetik aygit
icerisinde izledigi yol ve bu enerjinin akibeti hakkinda hem de stres altindaki

bitkilerde FS II” nin yapisal ve fonksiyonel durumu hakkinda bilgiler saglamaktadir.

QP efrisi

Zaman (ms)

Sekil 2.7. OJIP egrisi ve 6nemli zaman noktalari.

JIP testinin uygulanmasiyla hesaplanan baz1 parametreler reaksiyon merkezi

(reaction center; RC) basina veya yaprak birim alani (cross section; CS) basina 151k
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enerjisinin absorbsiyonu (absorbtion; ABS) ile ilgili enerji akiglari, eksitasyon
enerjisinin yakalanmasi (trapping; TR) ve elektron taginimi (electron transport; ETR)
ile ilgilidir. Ancak terminolojik anlamda kolaylik saglamak i¢in reaksiyon merkezi
basina hesaplananlar “spesifik enerji akislar1”, yaprak birim alam1 basina
hesaplananalar da “fenomenolojik enerji akislar1” olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin
ortaya ¢ikarilmasinda, bazilar1 6l¢iilen bazilar1 da hesaplanmis olan parametrelerden
faydalanilmaktadir. JIP testi ayn1 zamanda FS II’ nin yapisinda bulunan sekonder
elektron alicis1 olan kinon B’ yi (Qg) indirgeyemeyen reaksiyon merkezlerinin
miktariin ve FS II i¢erisindeki birimlerde meydana gelen enerji akiglar1 hakkinda da
bilgi saglamaktadir. JIP testi ile elde edilen ve bitki stres fizyolojisi alaninda

kullanilan bazi 6nemli parametreler Tablo 2.1.” de verilmistir.

Tablo 2.1. JIP testinden elde edilen bazi parametreler ve tanimlar1 (Kalaji, 2011).

Floresans Tanimi

parametresi

F Herhangi bir zaman noktasindaki gergek floresans

Fo Karanlik adaptasyonu saglanmis Ornekte tim FS II reaksiyon merkezlerinin agik
oldugu andaki minimum floresans (t=0 noktasinda)

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

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

Fm Karanlik adaptasyonu saglanmis ornekte tiim FS II reaksiyon merkezlerinin kapali
oldugu andaki maksimum floresans

Fy Fotokimyasal olmayan tiim prosesler minimum seviyede iken maksimum degigsken
floresans

Fo/Fm FS II” nin 151k toplayici anten molekiilleri tarafindan kimyasal enerjiye doniistiiriilmek
lizere absorblanan 151gmn maksimum verimi yani FS II’ nin maksimum kuantum
etkinligi

Fu/F, FS II” nin donor bdlgesinde fonksiyonel olan fotoliz olayinin etkinligi

ABS/RC Reaksiyon merkezi basina FS II’ nin ortalama anten boyutu

ET./RC FS II’ de reaksiyon merkezi basina Q’ dan sonraki basamaklardaki maksimum

elektron taginimi (t=0 noktasinda)

TR/RC FS II’ de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Qa’ nin indirgenmesini saglayan
maksimum enerji (t=0 noktasinda)

DI,/RC FS II’ de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen
dissipasyon enerjisi (t=0 noktasinda)

RC/ABS FS II’ deki anten klorofilleri bagina aktif reaksiyon merkezi miktari

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

trm Fm’ ye ulasilmasi igin gereken zaman
AVIAL, Kapali reaksiyon merkezlerinin birikim hizi

Vi OIJIP egrisinin “J” noktasindaki degisken floresans (t=3 ms noktasinda)
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Tablo 2.1. (Devami)

kn Uyartlmis antenlerdeki fotokimyasal olmayan reaksiyonlar igin de-
eksitasyon katsayisi

kp Uyarilmig antenlerdeki fotokimyasal reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon
katsayis1

N Fm’ ye ulasilincaya kadar gecen siirede Qa’ nin indirgenme sayisi

Plags Performans indeksi

SFlags FS II” nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii

Sm Tim reaksiyon merkezlerinin kapanmasi i¢in gereken enerji

SumK Fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan hiz sabitlerinin toplami1 (ky+kp)

¥y Yakalanan bir eksitonun bir elektronu QA’ dan elektron tagimim sistemine
hareket ettirme etkinligi

doo Termal dissipasyonun kuantum verimi

deo Qa’ dan PQ’ ya elektron taginiminin kuantum verimi

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

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

dro PQ’ dan FS I’ in son elektron akseptdriine elektron tagimiminin kuantum
verimi

ARro Elektronlarin sistemler arasi elektron tastyicilarindan FS I’ in akseptor

bolgesine taginim hizi

2.8. Arpa Hakkinda Genel Bilgiler

Diinyada, tahillar arasinda iiretimde misir, bugday ve piringten sonra 4. sirada yer
alan arpa, Tiirkiye’ de ise bugdaydan sonra ikinci siradadir. Uretimde basi ¢eken
iilkeler sirasiyla Rusya, Ukrayna, Fransa, Almanya, Kanada ve Ispanya’ dir. Arpa
neolitik donemden itibaren milyonlarca insan tarafindan 6nemli bir besin kaynagi
olarak kullanilmig olsa da, bugiin daha ¢ok hayvan yemi olarak ve alkol
endistrisinde kullanilmaktadir. 1980’ lerde Avrupa ve Amerika’ da besin degerinin
anlasilmasi ile gida sektoriine girmistir. Bunun yani sira, Asya ve Afrika’ daki bazi
kiiltiirlerde arpanin gida sektoriindeki yeri eski donemlerden beri hi¢ deg§ismemistir.
Bugiin diinyada ekimi yapilan arpanin % 65’1 hayvan yemi olarak, % 33’ i maltlik
olarak bira ve viski yapimu ile biyodizel iiretiminde, % 2’ lik kismi ise insan besini
olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Dunwell, 1986, Baik ve Ulrich, 2008;
Schulte ve ark., 2009).

Arpa (Hordeum vulgare L.), Gramineae (Poaceae) ailesinin Hordeum genusuna aittir.
Hordeum genusu; diploid (2n=2x=14), tetraploid (2n=4x=28) ve hekzaploid
(2n=6x=42) genotipe sahip 32 tiirden olugur (Von Bothmer ve ark., 1995). Bereketli
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Hilal adi verilen bolgede (Tiirkiye, Iran, Suriye, Filistin ve Urdiin gibi iilkeleri
kapsayan alan) arpa kalintilar1 bulunmus ve analizler sonucunda arpanin bu bolgede
yaklasik 1.000 yil once kiiltiire alindigr belirlenmistir (Ivandic ve ark., 2002).
Arpanin atasi, Tiirkiye® de, Alman botanik¢i Carl Koch tarafindan belirlenmis ve ayri
bir tiir olarak (H. spontaneum) olarak isimlendirilmistir (Pourkheirandish ve
Komatsuda, 2007). Giiniimiizde kiiltiire alinan arpa diploid ozellikte, tek yillik bir
tiirdiir (Von Bothmer ve ark., 2003).

Arpa tek yillik bir uzun giin bitkisidir. Fakat degisik giin uzunluklarina da uyabilir.
Tahillar icerisinde en ¢ok kardeslenenlerden olup, olagan durumda 5-8 kardes verir.
Bitki boyu ortalama 35-100 cm kadardir. Basaklar1 ortalama 8-15 cm boyunda olup
2, 4 ve 6 sirahidir. Cigeg8i kavuz ve kapgik sarar, kavuzlu arpalarda bunlar daneye
yapisiktir ve harmanda ayrilmaz. Danenin ortalama % 10-13 kadar1 kavuzdur. Dane

yapisinda % 9-13 protein, % 67 kadar da karbohidrat bulunur.

Arpa, fazla soguk ve fazla sicak olmayan, nispi nem oram yiiksek olan yerlerde
yetisen bir tahildir. Sicakligi 0 °C nin altina diismeyen ve 18-20 °C‘ nin lizerine
¢ikmayan, nispi nemi % 70-80 olan bolgeler arpanin yetistirilmesi i¢in ¢ok uygundur.
Organik maddelerce zengin, havalanmasi ve nem oram1 uygun, pH degeri notr ve
notre yakin olan topraklarda iyi gelismektedir. Asidik ortam ve nemli kosullara
duyarli olmasina karsin soguk, kuru, tuzlu, alkali toprak tiirlerine ve kuraklik gibi
stres kosullarina diger tahil tiirlerinden daha dayaniklidir (Shakhatreh ve ark., 2010).
Farkli kosullarda yetistirilmesi miimkiin olan arpa, 2015 yilinda elde edilen bilgilere
gore, tim diinya‘da 141 milyon ton ve Tiirkiye‘ de ise 7,2 milyon ton liretilmistir

(FAO, 2015).

Diinya arpa tiretiminin biiylik bir kismi1 Kuzey Yarim Kiire’ de gergeklesmektedir.
Kuzey Yarim Kiire’ de 70° kuzey enleminde, Giiney Yarim Kiire’ de ise 45° gliney
enlemine kadar yiiksek alanlarda yazlik arpa ekimi yapilabilir. Tiirkiye’ de en fazla
iiretilen tahillar, bugday, arpa, yulaf ve ¢avdardir. Arpa, bugdaydan sonra en ¢ok
tiretilen tirtindiir. Arpa Tirkiye’ nin tiim bolgelerinde yetistirilmekle birlikte, 6zellikle

Orta Anadolu (Konya, Ankara, Eskisehir ve Kirsehir) ve Giineydogu Anadolu



69

Bolgesi (Sanlwurfa, Diyarbakir, Mardin) arpa yetistirilen iki onemli bdlgedir.
Geleneksel bir tarim iiriinii olan arpanin tilkemizdeki tiretimi ile ilgili bilgiler Tablo

2.2.” de verilmistir.

Tablo 2.2. Ulkemizde yillara gore arpa iiretimi ile ilgili istatistiksel bilgiler ().

Y1l Ekilen alan (dekar) Uretim (ton)
2001 36.400.000 7.500.000
2002 36.000.000 8.300.000
2003 34.000.000 8.100.000
2004 36.000.000 9.000.000
2005 36.500.000 9.500.000
2006 36.498.000 9.551.000
2007 34.280.165 7.306.800
2008 29.500.000 5.923.000
2009 30.100.000 7.300.000
2010 30.400.000 7.250.000
2011 28.688.331 7.600.000
2012 27.487.664 7.100.000
2013 27.205.100 7.900.000
2014 27.872.973 6.300.000
2015 27.835.830 8.000.000
2016 27.400.521 6.300.000

Bu caligmanin amaci, iki farkli arpa genotipinde tuz stresinin etkisiyle meydana
gelen fizyolojik, biyokimyasal ve fotokimyasal degisimlerin incelenmesi ve tuz

toleransinin aragtirilmasidir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Arastirmada, arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisine ait Erginel-90 ve Tokak 157/37
genotipleri kullanilmistir. Erginel-90° in tohumlar1 Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal
Arastirma Enstitlisi” den, Tokak 157/37° nin tohumlar1 ise Ankara Tarla Bitkileri

Merkez Arastirma Enstitlisii’ nden temin edilmistir.

3.2. Kullanilan arag-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 ve JSR JSPC-
200C iklim dolabidir.

3.3. Bitki Yetistirme Yontemi

Esit biiyiikliikte ve saglam olan tohumlar secilerek cam petri kaplarinda bidistile su
ile 1slatilmis kurutma kagitlar1 arasina yerlestirilmistir. Petri kaplar1 24 °C sicaklik ve
% 40-50 oransal neme sahip olan iklim dolabinda karanlik ortamda ¢imlenmeye
birakilmigtir. Ug giin sonra her iki genotipe ait uniform fideler perlit ve Y2 oraninda
sulandirilmis Hoagland besin ¢6zeltisi 100 ml iceren saksilara transfer edilerek 18/25
°C sicaklik (gece/gilindiiz), 16/8 saat fotoperiyot (giindiiz/gece), % 50+5 oransal nem
ve 200 pmol foton m™ s™ 11k siddetine sahip iklim dolabma yerlestirilmistir. Yedi
giinliik olan bitkiler iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta bulunan kontrol bitkileri
denemenin sonuna kadar 2 oraninda sulandirilmis Hoagland besin ¢ozeltisi ile

sulanirken, ikinci gruptaki bitkilere 120 mM tuz (NaCl) ¢ozeltisi verilmistir. Tuz
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stresi uygulamasindan 1 giin (24 saat) ve 7 giin (168 saat) sonra klorofil a floresansi
teknigi ile fotosentetik aktivite Olcililmiis, bazi fizyolojik biiyiime parametreleri
belirlenmis ve biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan yaprak ornekleri analizlere
kadar -20 °C’ de muhafaza edilmistir. Calismada kullanilan Hoagland besin

¢Ozeltisinin kimyasal icerigi Tablo 3.1.” de verilmistir.

3.4. Analizler

3.4.1. Kok ve govde boylarimin belirlenmesi

Denemenin 1. ve 7. giinlerinde, kontrol ve tuz stresi uygulanmis olan fidelerin kok ve
govdeleri birlesme yerlerinden bisturi ile kesilerek, uzunluklari milimetrik bir cetvel
yardimiyla 10 tekrarli olarak ol¢iilmiistiir. Olgiimler sirasinda en uzun kokiin
uzunlugu esas almmistir. Kok boyu, gévde boyu ve toplam bitki boyu cm bitki™

olarak ifade edilmistir.

3.4.2. Taze ve kuru agirhiklarin belirlenmesi

Kontrol ve stres grubuna ait bitkilerin hasat islemlerinin yapildigi giin kok ve
govdelerin taze agirliklar (gr bitki'l) 5 tekrarli olarak tartilmistir. Daha sonra bitkiler
80 °C’ ye ayarlanmis etiivde 48 saat bekletilmis ve tekrar tartilarak kuru agirliklar
(gr bitki™) kaydedilmis, oransal su miktarlart (%) ile su eksiklik indeksleri
hesaplanmistir (Gibon ve ark., 1997; Farrant, 2000).



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

Bilesikler Stok ¢ozeltiler 2 Hoagland besin ¢ozeltisi
Ca(NOs),.4H,0 118,1 gL"
MgS0,.7H,0 26,6 gL
50 mL
K,HPO,.3H,0 164gL"!
KNO, 504 gL
Al(SO4);.18H,0 0,105 g25 mL™"
KI 0,0139 g 25 mL™
KBr 0,0139 g 25 mL"
SnCl,.2H,0 0,0139 g 25 mL™
LiCl 0,0139 g25 mL"
MnCl,.4H,0 0,1944 g 25 mL"! 37,5 uL
H;BO; 0,3055 g 25 mL™!
ZnS0,.7H,0 0,0494 g 25 mL™
CuS0,4.5H,0 0,0277 g 25 mL™
NiS0,.7H,0 0,0297 g 25 mL™
Co(NO5),.H,0 0,0277 g 25 mL™
FeSO4.7H,0 0,0834 g 100 mL™!
10 mL
C,HgOg (tartarik asit)  0,0450 g 100 mL™"'

3.4.3. Fotosentetik pigment miktarmin belirlenmesi

72

Yaprak dokularindaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil (klo a+b) ve toplam
karotenoid (x+c) miktarlari Lichtenthaler (1987)° ye gore belirlenmistir.
Yapraklardan ¢ikarilan 0,5 cm ¢apindaki 3 adet disk tartildiktan sonra, cam deney
tiiplerine alinarak iizerine 2 mL saf aseton ilave edilerek bir hafta buzdolabinda (4
°C) bekletilmistir. Bu siirenin sonunda elde edilen 6ziit 10.000 rpm’ de 10 dakika

santrifiij edilerek siipernatantin absorbans degerleri 661,1, 644,8 ve 470 nm’ de



73

spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak

belirlenmistir.

3.4.4. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA)
miktar1 Ohkawa ve arkadaglar1 (1979) un metodu kullanilarak saptanmistir. Kontrol
ve tuz stresine maruz birakilmis 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, i¢inde % 0,5 tiobarbiitrik asit (TBA)
bulunan % 20’ lik TCA ¢o6zeltisinden 1 mL ve 0,1 M 0,5 mL Tris tamponu (pH 7,6)
eklenmis, daha sonra 95 °C’ de 60 dakika su banyosunda tutulmustur. Su
banyosundan c¢ikarilan tliplerdeki reaksiyonlar1 durdurmak i¢in tiipler buz banyosuna
konulmustur. Spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boyunda absorbanslari
oliilmiistiir. Yaprak dokularindaki MDA miktar1 nmol g taze agirlik” olarak

hesaplanmustir.

3.4.5. Hidrojen peroksit (H,0,) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit (H,O;) miktar1 Ohkawa ve arkadaslari
(1979)’ un metodu kullanilarak saptanmistir. Kontrol ve tuz stresine maruz birakilmis
bitki yapraklarindan alinan yaklasik 0,3 g 6rnek 6 mL % 5 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 0,1 M 0,5 ml Tris tamponu (pH 7,6) ve 1 M 1 ml potasyum iyodiir
(KI) eklenmistir. Spektrofotometrede 390 nm dalga boyunda absorbanslart
Olclilmiistiir. Kor olarak % 0,1’ lik TCA ¢o6zeltisi kullanilmistir. Yaprak dokularindaki
hidrojen peroksit miktar1 standart grafik yardimiyla nmol g taze agirhk™ olarak

hesaplanmustir.
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3.4.6. Serbest prolin miktarinin belirlenmesi

Etiivde kurutulduktan sonra havanda ezilerek ince toz haline getirilen yaprak
orneklerinde prolin miktarini belirlemek i¢in Weimberg (1987)’ nin metodu modifiye
edilerek oziitler hazirlanmistir (Cigcek 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 ¢okelti
tizerine 3 mL distile su konulup tekrar sicak su banyosunda bekletilmistir. Sogutma
ve siizme asamasindan sonra ayni islemler bir kez daha tekrarlanarak siiziintiilerin
toplam hacmi 10 mL’ ye tamamlanmis ve vorteksle karigtirllmistir. Siiziintiiden
alman rneklerle prolin miktar (umol g kuru agirlik™) asit-ninhidrin metoduna gére
520 nm’ de yapilan Olgiimlerle spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Bates ve

ark., 1973).

3.4.7. Klorofil a floresansi ol¢iimleri

Klorofil a floresans parametreleri hem kontrol hem de tuz stresi uygulanan bitkilerin
yapraklarinda “bitki verimlilik analizatorii” (HandyPEA florometresi, Hansatech
Instruments Ltd., Pentney, King’ s Lynn, Norfolk, England) yardimiyla
gerceklestirilmistir. Bu amagla 6l¢lim ic¢in kullanilacak yapraklar, yaprak klipsleri
yardimiyla 45-60 dakika karanlik adaptasyonuna maruz birakilmistir. Daha sonra
yaprak yiizeylerine 3,500 pmol m™ s siddetinde 151k uygulanmis ve elde edilen
parametrelerin degerlendirilmesi PeaPlus adli programla uygulanan JIP testi ile

yapilmustir (Strasser ve ark., 2000).

3.5. Baz1 Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.5.1. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’ ye gore belirlenmistir. Yaklasik

0,3 g taze yaprak dokusu, s1vi azotla 6giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH 7,0)
tamponu, % 2’ lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM Na,EDTA igeren ekstraksiyon
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cozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’ de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1.030 pL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH
7,8), 9,9){10'3 M metionin, 5,7)(10'5 M NBT (nitroblue tetrazolyum), % 1’ lik triton
X-100 ve enzim karistimindan olusan bir reaksiyon ¢o6zeltisi hazirlanmastir.
Reaksiyon 0,9 uM riboflavin ilavesi ile baslatilmis, bu karisim 15 dakika boyunca
375 umol m™ s siddetinde 15182 maruz birakildiktan sonra 560 nm’ de absorbans
degerleri belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi daha 6nce hazirlanmis olan standart

grafikten faydalanarak hesaplanmistir (U mg protein™).

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 ogitilmiis ve 1,5 ml, 50 mM Tris-HCI1 (pH 7,2)
tamponu, % 2’ lik PVP, 1 mM Na,EDTA ve 2 mM askorbat igeren ekstraksiyon
¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 12.000 rpm ve 4 °C’ de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1.000 pL olacak sekilde 50 mM K-PO,4 tamponu (pH
6,6), 2,5 mM askorbat, 10 mM H,O, ve 100 pg protein iceren enzim karisimindan
olusan reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H,O,’ nin eklenmesiyle
baslatilmigtir. Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede 290 nm’ de
yapilan Olciimlerle enzim Oziitii icermeyen reaksiyon ¢Ozeltisine karsilik
kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayist (2,8 mM cm. 290
nm'l) kullanilarak reaksiyonun baslangic hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat

dakika™ mg protein™).

3.5.3. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’ e gore belirlenmistir. Yaklagik 0,3 g taze
yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmiis ve 1,5 ml, 100 mM K-PO4 (pH 7,0) tamponu,
% 2’ lik PVP ve 1 mM Na,EDTA iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’ de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son
hacim 1.000 pL olacak sekilde 100 mM K-PO,4 tamponu (pH 7,8), 2 mM Na,EDTA,
0,5 mM okside glutatyon (GSSG), 0,2 mM NADPH ve 100 pg protein igeren enzim
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karistmindan olusan reaksiyon c¢ozeltisi hazirlanmigtir. Reaksiyon, NADPH’ nin
eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 320 nm’ de
Olclilmiistiir. Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG oksidasyonu ile yapilmistir.
Enzim aktivitesi, NADPH’ nin ekstinksiyon Kkatsayist (6,2 mM cm. 340 nm™)
kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol NADPH dakika™

mg protein™).

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 6gitiilmis ve 1,5 ml, 100 mM K-PO4 (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 3.180 pL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH 7,0),
0,316 mM guaiakol, 0,116 mM H,0, ve 100 pL enzim karisimindan olusan
reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H,O,’ nin eklenmesiyle baglatilmistir.
Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’ de Olclilmiis ve guaiakoliin
ekstinksiyon katsayist (26,6 mM cm. 470 nm™) kullanilarak reaksiyonun baslangic

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

3.6. istatistik Analizler

Elde edilen verilerin aritmetik ortalama ve standart hatalar1 hesaplanmig, daha sonra
verilere SPSS 20.0 paket programi kullanilarak, istatistiksel varyans analizi tek yonlii
(ANOVA) uygulanmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulamalarin kontrole
gore neden oldugu farkin 6nem kontrolii (LSD, least significant difference; AOF,

anlamli 6nemli fark) % 5 diizeyinde hesaplanmustir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tuz Stresinin Bitki Boyu Uzerine Etkisi

Erginel-90 ve Tokak 157/37 genotiplerinde bir ve yedi giinliik tuz uygulamalarinin
bitki boyu tlizerindeki etkisi Sekil 4.1.” de goriilmektedir. Buna gore her iki genotipte
bir ve yedi gilinliik tuz stresi, kok biiyiimesini kontrollere gore dnemli derecede
etkilememistir (P>0,05) (Sekil 4.1A). Erginel-90 ve Tokak 157/37 genotiplerinde
yedi gilinliik tuz uygulamasi boyunca kok biliylimesi devam etmistir. Erginel-90° da 7.
giinde Olclilen kok boyunun, 1. giine gore % 3 oraninda daha fazla oldugu
belirlenmistir (P>0,05). Ancak Tokak 157/37 genotipinde bu artisin (% 36)
istatistiksel olarak onemli oldugu gozlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.1A). Ozellikle yedi
giinliik tuz stresinin iki arpa genotipinin gdvde biiylimesi {izerine etkisinin, kok
bliylimesi ile karsilastirildiginda, daha fazla oldugu goriilmistir (Sekil 4.1B).
Erginel-90 ve Tokak 157/37 genotiplerinde bir giinlik tuz uygulamasi goévde
boyunda kontrollere gére dnemli bir degisime neden olmamistir (P>0,05). Kendi
kontrolleri ile karsilastirildiginda, yedi giinliikk tuz uygulamasinin gévde biiyiimesini
Erginel-90° da % 22, Tokak 157/37° de ise % 14 oraninda inhibe ettigi gdzlenmistir
(P<0,05). Bir giinliik tuz uygulamasi sonucu Tokak 157/37 genotipinin gbévde
boyunun Erginel-90° dan % 12, yedi giinliik tuz uygulamasi sonucu ise % 25
oraninda daha fazla oldugu goriilmiistiir (P<0,05). Erginel-90° da govde biiylimesi
yedi giinliik tuz uygulamas ile inhibe olurken, Tokak 157/37° de ise biliylimeye
devam etmis ve govde boyu % 15 oraninda daha fazla bulunmustur (P<0,05) (Sekil
4.1B).

Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar: her iki genotipte de toplam bitki boyunu kontrol
degerlerine gore dnemli derecede etkilememistir (P>0,05) (Sekil 4.1C). Ancak yedi
giinliik tuz uygulamasi1 Erginel-90 da toplam bitki boyunu kontrole gore % 17,
Tokak 157/37° de ise % 12 oraninda azaltmistir (P<0,05).
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Sekil 4.1. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde (A) kok boyu, (B) gévde boyu ve (C) toplam boy
iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; degerler 10 tekrarin ortalamast olup, barlar + standart hata
degerlerini gostermektedir) (Kontrol 1, 1. giin kontrol; Kontrol 7, 7. giin kontrol; NaCl 1, 1. giin tuz
uygulamasi; NaCl 7, 7. giin tuz uygulamasin1 géstermektedir. Sekil 4.1 - sekil 4.8, tablo 4.1 ve sekil
4.11 - sekil 4.14° deki kisaltmalar aynidir).

Tokak 157/37’ de tuz stresi altindaki bitkilerde 7. giin dl¢iilen toplam bitki boyunun,
1. gline gore % 19 oraninda fazla oldugu belirlenmistir (P<0,05). Benzer sekilde
Tokak 157/37° nin toplam bitki boyunun, yedi giinliik tuz uygulamasi sonucu,

Erginel-90’ a gore % 20 oraninda daha fazla oldugu gozlenmistir (P<0,05) (Sekil
4.10C).
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4.2. Tuz Stresinin Taze Agirhk ve Biyokiitle Birikimi Uzerine Etkisi

Erginel-90 genotipinde bir ve yedi giinliikk, Tokak 157/37 genotipinde sadece bir
giinliik tuz stresi uygulamalari, kok taze agirlhigr ile kokteki biyokiitle birikimini
(kuru agirlik) kontrollere gore etkilememistir (P>0,05) (Sekil 4.2A ve B). Ancak
Tokak 157/37° de yedi giinliik tuz stresi kok taze agirligim1 kontrole gore % 42,
kokteki biyokiitle birikimini ise % 36 oraninda azaltmistir (P<0,05).
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Sekil 4.2. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde (A) kok taze agirligi ve (B) kokteki biyokiitle
birikimi {izerine etkisi. (AOF, anlamli énemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar +
standart hata degerlerini gostermektedir).

Erginel-90 genotipinde 7 giinliik tuz uygulamasi bir giinliik tuz ugulamasina gore,
kok taze agirligini ve koklerdeki biyokiitle birikimini sirastyla % 35 ve % 46; Tokak
157/37° de ise % 32 ve % 44 oraninda artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.2A ve B).
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Erginel-90 ve Tokak157/37 genotiplerinde bir ve yedi giinliik tuz uygulamalari,
govde taze agirligi ile govdedeki biyokiitle birikimi lizerinde 6nemli bir degisime yol

acmamuistir (P>0,05) (Sekil 4.3A ve B).

OKontrol I MNaCl1 WKontrol 7 ®NaCl7 A
700 -
AOF %5
—~ 560 -
£
-
on
E a2
!
=
2
S 280 -
E
o
=
2z
2 140 -
0
Erginel-90 Tokak 157/37
OKontrol 1 WNaCl1 ®Kontrol 7 ENaCl7 B
80 -
AOF %5
for)
Z 60 -
=S
=1)
=
.
£ 40 -
2
=
=
]
2 20
=
3
0
Erginel-90 Tokak 157/37
Genotipler

Sekil 4.3. Tuz stresinin (120 mM NacCl) iki arpa genotipinde (A) govde taze agirhigt ve (B) govdedeki biyokiitle
birikimi {izerine etkisi. (AOF, anlamli ¢énemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar =+
standart hata degerlerini gostermektedir).

Yedi giinliik tuz uygulamalar1 Erginel-90° da govde taze agirhigini % 26, govdedeki
biyokiitle birikimini ise % 18 oraninda azaltmistir (P<0,05). Bu azalmalar
Tokak157/37° de daha yiiksek bulunmus ve sirasiyla % 38 ve % 31 olarak
belirlenmistir (P<0,05). Bir giinliikk tuz uygulamas1 Tokak157/37° de, Erginel-90’a
gore govde taze agirh@inmi % 25, govdedeki biyokiitle birikimini ise % 32 oraninda
artirmistir (P<0,05). Bu degerler yedi giinliik tuz uygulamalar i¢in Tokak 157/37’ de
% 32 ve % 33 daha yiiksek bulunmustur (P<0,05). Bunun disinda iki genotipte de
govdedeki biyokiitle birikimi yedinci giinde daha etkili olmustur (Erginel-90 i¢in %
22, Tokak 157/37 i¢in % 23) (P<0,05).
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4.3. Tuz Stresinin Bitki-Ortam Su iliskileri Uzerine Etkisi

Tuz stresinin iki arpa genotipinin yapraklarindaki oransal su miktar1 ve su eksiklik
indeksi tizerindeki etkileri sekil 4.4° de goriilmektedir. Buna gore Erginel-90
genotipinde yapraklardaki oransal su miktari, tuz uygulamalarinin @ tuz
uygulamalarinin hem birinci hem de yedinci giinlerinde kontrollere gore % 6
oraninda azalirken; su eksiklik indeksi birinci giinde % 43, yedinci giinde % 39
oraninda artmistir (P<0,05) (Sekil 4.4A ve B). Tokak 157/37° de ise bir giinliik tuz
stresi uygulamasi her iki parametrede kontrole gore onemli bir degisime neden
olmamig (P>0,05), ancak yedi giinliik tuz uygulamasi yapraklardaki oransal su
miktarin1 kontrole gére % 5 oraninda azaltirken, su eksiklik indeksini ise % 33
oraninda artirmistir (P<0,05). Yedi giinliik tuz uygulamasi sonucu Tokak 157/37
genotipinin yapraklarindaki oransal su miktari; bir giinliik tuz uygulamasina gore %

5 azalirken, su eksiklik indeksi % 31 oraninda azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.4A ve B).

4.4. Tuz Stresinin Fotosentetik Pigment Miktar1 Uzerine Etkisi

Tuz stresinin iki arpa genotipinin yapraklarindaki fotosentetik pigment miktar
tizerindeki etkileri sekil 4.5° de verilmistir. Buna gore Erginel-90° da bir giinliik,
Tokak 157/37” de ise yedi giinliik tuz uygulamalar1 yapraklardaki klorofil a, klorofil
b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarini, kontrolle karsilastirildiginda
onemli Ol¢iide etkilememistir (P>0,05). Ancak yedi giinliik tuz uygulamasi Erginel-
90’ da kontrole gore klorofil a miktarin1 % 22, klorofil b miktarin1 % 17, toplam
klorofil miktarin1 % 20 ve toplam karotenoid miktarim1 % 27 oraninda azaltmistir
(P<0,05). Tokak 157/37° de bir giinliik tuz uygulamasi klorofil a, klorofil b, toplam
klorofil ve toplam karotenoid miktarini kontrole gore sirasiyla % 15, % 12, %14 ve
% 11 oraninda azaltmistir (P<0,05). Erginel-90 genotipinde yedi giinlik tuz
uygulamasinda, toplam karotenoid hari¢ diger fotosentetik pigmentlerin miktari, bir

giinliik tuz uygulamasina gore daha yiiksek bulunmustur (P<0,05).
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Sekil 4.4. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde (A) govde taze agirhg ve (B) gdvdedeki biyokiitle
birikimi {izerine etkisi. (AOF, anlamli ¢énemli fark; degerler 5 tekrarmn ortalamasi olup, barlar +

standart hata degerlerini gostermektedir).

Benzer sekilde bir giinliik tuz uygulamasi sonucu; Tokak 157/37 genotipinin

yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarlarinin, Erginel-90° a gore istatistiksel

anlamda 6nemli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.5).



83

OKontrol 1 WNaCl1 WKontrol 7 ENaCl7 A
5
AOF %S5
T L5+
o
£
g
=
o1
=
=
o
s
2 g5
0
Erginel-90 Tokak 157/37
OKontrol 1 ENaCl1 BKontrol 7 ENaCl7 B
08 -

AQF %5

0,4 -

0,2

Klorofil b miktari (mg g
o
o [=)]

Erginel-90 Tokak 157/37
OKontrol 1 WNaCl1 MKontrol 7 ENaCl7 ¢
25 -
AOF %5
o 2
=11}
E
] J
£ 15
£
=
o
S 14
=
5
S 05 -
0
Erginel-90 Tokak 157/37
OKontrol 1 WNaCl1 ®Kontrol 7 ENaCl 7 D
05 -

AOF %5 |

0,2 -

0,1 -

Toplam karotenoid miktart (mg g'!)
K K o
o w

Erginel-90 . Tokak 157/37
Genotipler

Sekil 4.5. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde (A) klorofil a (B) klorofil b, (C) toplam klorofil ve
(D) toplam karotenoid miktar1 lizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi
olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).
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4.5. Tuz Stresinin Malondialdehit (MDA) Miktar1 Uzerine Etkisi

Bir giinlik tuz stresi uygulamas: Erginel-90 genotipinde yapraklardaki MDA
miktarin1 kontrole goére % 125 oraninda artiriken (P<0,05), yedi giinlik tuz
uygulamasinda kontrole gore istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (P>0,05)
(Sekil 4.6). Tokak 157/37 genotipinde ise bir ve yedi giinlik tuz uygulamalar
yapraklardaki MDA miktarini etkilememistir (P>0,05). Yedi giinliik tuz uygulamasi
sonucu Erginel-90° da MDA miktar1 bir glnlik tuz uygulamasi ile
karsilagtirildiginda 6nemli derecede diisiik (% 136) bulunmustur (P<0,05). Benzer
sekilde, bir giinliik tuz uygulamasi sonucu Tokak 157/37’ nin yapraklarindaki MDA
miktarinin Erginel-90° a gore % 144 oraninda daha diisiik oldugu belirlenmistir

(P<0,05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde MDA miktar iizerine etkisi. (AOF, anlaml énemli
fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.6. Tuz Stresinin Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktar1 Uzerine Etkisi

Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 Erginel-90 genotipinde yaprak dokularindaki
H,0;, miktarinin kontrollere gore sirasiyla % 18 ve % 40 oraninda artmasina, Tokak
157/37 genotipinde ise % 30 ve % 25 oraninda azalmasina neden olmustur (P<0,05)
(Sekil 4.7). Erginel-90° da yedi giinliik tuz uygulamasi, bir giinliik uygulamaya gore
yapraklarda % 25 oraninda daha fazla H,0, birikimine yol agarken (P<0,05), Tokak
157/37° de birikim % 23 oraninda azalmistir (P<0,05). Benzer sekilde bir ve yedi
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giinliik tuz uygulamasi, Tokak 157/37° nin yapraklarinda Erginel-90° a gore sirasiyla
% 15 ve % 45 daha az H,0; birikimine yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde H,0, miktar iizerine etkisi. (AOF, anlamh 6nemli
fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.7. Tuz Stresinin Serbest Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

Bir ve yedi giinliikk tuz uygulamasi Erginel-90 genotipinin yapraklarindaki serbest
prolin miktarim1 kontrollere goére % 166 oraninda artirirken; Tokak 157/37
genotipinde sadece yedi giinliik tuz stresi uygulamasi serbest prolin miktarini % 133
oraninda artirmis, bir giinliik tuz uygulamasi ise % 25 oraninda azaltmistir (P<0,05)
(Sekil 4.8). Bir giinliik tuz uygulamasimin Erginel-90° da yapraklardaki serbest
prolim birikimini %100 oraninda daha fazla indiikledigi gozlenmistir (P<0,05).
Tokak 157/37° de ise yedi giinliik tuz uygulamasi, bir giinliik uygulamaya gore, % 75
oraninda daha fazla serbest prolin birikimine yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.8).

4.8. Tuz Stresinin Fotosentetik Aktivite Uzerine Etkisi

Tuz stresi uygulanmis iki farkli arpa genotipinde fotosentetik aktivite Olgtimleri
klorofil a floresans1 teknigi ile gerceklestirilmistir. Bir ve yedi gilinlik tuz
uygulamalar1 Erginel-90 ve Tokak 157/37 genotiplerinde F, (minimum floresans)
degerini kontrollere gore onemli derecede etkilememistir (P>0,05) (Tablo 4.1).

Ancak yedi gilinliik tuz uygulamasi1 F, degerini Erginel-90° da, bir giinlik tuz
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uygulamasina gore % 7 artirirken (P<0,05); Tokak 157/37 de ise etkilememistir

(P>0,05). F, degerinin hem bir giinlilk hem de yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu,

Tokak 157/37 genotipinde Erginel-90° a gore sirasiyla % 13 ve % 8 oraninda daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.8. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde serbest prolin miktar: iizerine etkisi. (AOF, anlamli
onemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

Tablo 4.1. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde bazi klorofil a floresans parametreleri tizerine etkisi.

Klorofil a floresansi parametreleri

Giinler Uygulamalar Fo Fm FJ/Fm Fo/Fo Tem Alan
Erginel-90 K1 335 1889 0,823 3,59 371 44334
1. giim Erginel-90 NaCl1 322 1825 0,824 3,65 329  38.826
Tokak 157/37 K1 359 2.055 0,825 3,80 329  46.292
Tokak 157/37 NaCI1 364 2.084 0,825 3,78 357  46.646
Erginel-90 K7 358 1912 0,813 3,41 486  48.139
) Erginel-90 NaCl7 344 1862 0,815 3,28 314 34.042
7-gin Tokak 157/37 K7 373 2.076 0,820 3,52 357  40.589
Tokak 157/37 NaCl7 372  2.047 0,818 3,51 357  38.065

AOF %5 18,25 78,64 0,006 0,21 7456  4.994

Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalarinin Erginel-90 ve Tokak 157/37 genotiplerindeki

Fyn (maksimum floresans) degerinde neden oldugu degisimlerin kontrollere gore

istatistiksel olarak dnemli olmadig1 belirlenmistir (P>0,05) (Tablo 4.1). Ancak her iki

genotip karsilastirildiginda, Tokak 157/37° deki F,, degerlerinin bir ve yedi giinliik

tuz uygulamasi sonucu Erginel-90° a gore sirasityla % 14 ve % 10 oraninda daha
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yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<0,05) (Tablo 4.1). F,/Fy, oran1 (FS II’ nin maksimum
kuantum etkinligi) her iki genotipte de bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu
kontrollere gore onemli derecede degisiklik gostermemistir (P>0,05) (Tablo 4.1).
Ancak yedi giinliik tuz uygulamasi bir giinliik uygulamaya gore F,/F, oranini

Erginel-90 ve Tokak 157/37’ de belirgin derecede (% 1) azaltmistir (P<0,05).

F\/F, oran1 (Hill reaksiyonu etkinligi) iki arpa genotipinde de bir ve yedi giinliik tuz
uygulamalar1 sonucu kontrollere gore onemli derecede etkilenmemistir (P>0,05)
(Tablo 4.1). Fakat Erginel-90 ve Tokak 157/37° de yedi gilinliik tuz uygulamalar
F,/F, orani, bir giinliik uygulamalara gore daha, sirasiyla % 10 ve % 7 oraninda ve
belirgin sekilde azaltmistir (P<0,05). Benzer sekilde F./F, orani yedi giinliik tuz
uygulamasi ile Erginel-90° da Tokak 157/37° ye gore daha 6nemli derecede (% 7)
diisiikk bulunmustur (P<0,05) (Tablo 4.1). Erginel-90’ da bir giinliik, Tokak 157/37" de
ise hem bir gilinliik hem de yedi giinliikk tuz uygulamalar1, Try, (Fm’ ye ulagilmasi igin
gereken siire) degerini kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli oranda etkilememistir
(P>0,05) (Tablo 4.1). Ancak Tp, degeri Erginel-90 genotipinde yedi giinliikk tuz
uygulamasi sonucu kontrole gdére % 35 oraninda ve istatistiksel olarak Onemli
derecede azalmistir (P<0,05). Bir ve yedi giinlik tuz uygulamalar1 Erginel-90
genotipinde alan (OJIP egrisinin iizerindeki ve Fo ile Fm arasinda kalan bolge)
parametresini ilgili kontrollere gore sirasiyla %12 ve % 29 oraninda azaltmistir
(P<0,05) (Tablo 4.1 ve sekil 4.9A ve B). Bir giinliik tuz uygulamalarina bakildiginda,
Erginel-90 genotipinde alan parametresinin Tokak 157/37° ye gore % 17 oraninda
daha diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Tablo 4.1 ve sekil 4.9A). Yedi giinliik tuz
uygulamasinda ise alan parametresinin Tokak 157/37 genotipinde, bir giinliik
uygulamaya gore % 18 oraninda daha diisiik oldugu bulunmustur (P<0,05) (Tablo 4.1
ve sekil 4.9B).



88

grisi (1. gan)
2400 A

ONIP erisi (7. giin) B

111111

Sekil 4.9. (A) 1 giin ve (B) 7 giin tuz stresi (120 mM NaCl) uygulanmus iki arpa genotipinde klorofil a floresansi
indiiksiyon egrisi (OJIP egrisi).

Erginel-90 genotipinde bir giinliik tuz uygulamast AV/At, (kapali reaksiyon
merkezlerinin birikim hiz1) parametresini kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak etkilememis (P>0,05), ancak yedi giinliik tuz uygulamasi artirmistir (P<0,05)
(Sekil 4.10A). Erginel-90° da yedi giinlik tuz uygulamasi AV/At, degerinde, bir
giinlik tuz uygulamasina gore artisa yol agcmistir (P<0,05). Benzer sekilde yedi
giinliik tuz uygulamasi Erginel-90° da, Tokak 157/37" ye gore daha yiiksek AV/At,
degerine yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A veB).

Bir giinlik tuz uygulamasi Erginel-90° da V; degerini (OJIP egrisinin “J”
noktasindaki degisken floresans) kontrole gore etkilemezken (P>0,05), yedi giinliik
uygulama sonucunda Onemli derecede artmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A). Tokak

157/37 de 1se bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu V;’ de gozlenen degisimler
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kontrole gore énemli bulunmamistir (P>0,05) (Sekil 4.10B). Bunun disinda her iki
genotipte yedi giinliik tuz uygulamalarinin V; degerini bir giinliik uygulamalara gore
belirgin sekilde artirdig belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.10. (A) Bir giin ve (B) yedi giin tuz stresi (120 mM NaCl) uygulanan iki arpa genotipinin yapraklarinda
FS II aktivitesini karakterize eden bazi klorofil a floresansi parametrelerindeki degisimler. (Sembol ve
parametrelerin tanimlari tablo 2.1 de, istatistiksel degerlendirme ise ek tablo 1’ de verilmistir).
Grafikteki biitiin degerler kontroliin yiizdesi olarak ifade edilmistir (kontrol degerleri=100).

Erginel-90° da W, (yakalanan bir eksitonun bir elektronu Q,’ dan elektron taginim
sistemine hareket ettirme etkinligi) ve ¢p, (Qa’ dan PQ’ ya elektron taginiminin
kuantum verimi) parametreleri bir giinlik tuz uygulamasi sonucu kontrole gore
onemli bir degisim gostermemis (P>0,05), yedi giinliik uygulama sonucu gozlenen
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.10A). Her iki
genotipte de yedi giinliikk tuz uygulamalar1 sonucu, bir glinliik uygulamalara gore
onemli derecede daha diisiik ¥, ve ¢g, degerleri elde edilmistir (P<0,05) (Sekil
4.10A ve B).
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Iki arpa genotipinde de ¢p, (termal enerji dagitimmin kuantum verimi) degeri tuz
uygulamalarinin birinci ve yedinci gilinlinde kendi kontrollerine gore onemli bir
degisim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.10A ve B). Erginel-90 ve Tokak157/37’ de
yedi glinliik tuz uygulamalari, bir giinliik uygulamalara gore daha yliksek o¢p,
degerlerinin ortaya ¢ikmasina neden olurken (P>0,05); yedi giinliik tuz uygulamasi
sonucu Erginel-90° daki ¢p, degerinin daha yiiksek oldugu goézlenmistir (P<0,05)
(Sekil 4.10A ve B).

Bir giinliik tuz uygulamalarinda Sy (tiim reaksiyon merkezlerinin kapanmasi igin
gereken enerji) degeri Erginel-90 genotipinde istatistiksel olarak bir degisim
gostermemis (P>0,05), yedi giinliikk uygulamalarda ise kontrole gore onemli derecede
azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A). Tokak 157/37° de ise yedi giinlik tuz
uygulamalari, bir gilinlik uygulamalara gére daha diisiik Sy degerlerine neden

olmustur (P<0,05) (Sekil 4. 10B).

Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu N (F,,’ ye ulasilincaya kadar gecen
siirede Qu’ nin indirgenme sayisi) degeri Erginel-90° da kontrollere gore onemli
derecede azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A). Tokak 157/37” de ise sadece yedi giinliik
tuz uygulamalar1 bir gilinliik uygulamalara gére N degerinin O6nemli derecede

azalmasina yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.10B).

Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 Erginel-90 ve Tokak 157/37 genotiplerinde,
SumK (fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan hiz sabitlerinin toplami) ve kp
(uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon katsayisi)
degerlerini kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli derecede etkilememistir (P>0,05)
(Sekil 4. 10A ve B). Erginel-90° da yedi gilinlik tuz uygulamalari, bir giinlik
uygulamalarla karsilastirildiginda SumK ve kp parametrelerinde istatistiksel olarak
onemli azalmalara yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A). Bir giinliik tuz uygulamalar
ise Tokak 157/37° de Erginel-90” a gore her iki parametrede daha biiyiik azalmalara
neden olmustur (P<0,05) (Sekil 4. 10A ve B). Bir ve yedi giinliik tuz uygulamasi iki

genotipte de ky (uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal olmayan reaksiyonlar i¢in de-
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eksitasyon katsayisi) degerini kontrollerle karsilastirildiginda  etkilememistir
(P>0,05) (Sekil 4.10A ve B). Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucunda Tokak
157/37 de, Erginel-90° a gore ky degerinde daha biiylik azalmalar belirlenmistir
(P<0,05).

ABS/RC (reaksiyon merkezi basina FS II’ nin ortalama anten boyutu), TR,/RC (FS
I’ de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Qa’ nin indirgenmesini saglayan
maksimum enerji), DI/RC (FS II’ de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar
disinda kaybedilen dissipasyon enerjisi) ve RC/ABS (FS II’ deki anten klorofilleri
basina aktif reaksiyon merkezi miktar1) gibi parametrelerde bir ve yedi giinliik tuz
uygulamalari iki genotipte de kontrollere goére dnemli bir degisime yol agmamistir
(P>0,05) (Sekil 4.10A ve B). Erginel-90’ da yedi giinliik tuz uygulamasi, bir giinliik
uygulama ile karsilastirildiginda ABS/RC, TR,/RC ve DI/RC’ nin artmasina,
RC/ABS’ nin ise azalmasina neden olmustur (P<0,05) (Sekil 4.10A). Tokak 157/37°
de de benzer degisimler gozlenmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (P>0,05). Tuz uygulamasmin yedinci giinlinde meydana gelen
degisimler bakimindan iki genotip birbiriyle karsilastirildiginda, ABS/RC, TR,/RC
ve DI/RC’ nin Tokak 157/37° de daha diisiik, RC/ABS’ nin ise daha biiyiik degerlere
sahip oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.10a ve B). Iki genotipte bu
parametrelerde tuz uygulamasinin birinci gilinlinde goézlenen degisimlerin farkl
olmadig1 gézlenmistir (P>0,05). Erginel-90° da bir giinliik tuz uygulamas1 ET,/RC
(FS II’ de reaksiyon merkezi basina Qa’ dan sonraki basamaklardaki maksimum
elektron tasinimi) degerini etkilememis ancak yedi giinliik tuz uygulamas: kontrole
gore Onemli derecede azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A veB). Tokak 157/37° de
ET,/RC degeri yedi giinliik tuz uygulamasi sonucu bir giinliik uygulamaya gore ve
Erginel-90’ 1n yedi giinliik tuz uygulamasina gore daha biiytlik bir azalma gostermistir

(P<0,05).

SFLyps (FS I’ nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii) ve Pl (performans
indeksi) degerleri, Erginel-90° da bir giinliik tuz uygulamasi sonucu etkilenmemis;
ancak yedi giinliik tuz uygulamasi kontrollere gére 6nemli derecede azalmaya neden

olmustur (P<0,05) (Sekil 4.10A). iki genotipte de yedi giinliik tuz uygulamalarinimn,
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bir giinliik uygulamalara gore SFl,,s ve Plys degerlerini istatistiksel olarak onemli
derecede azalttig1 belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.10A ve B). Yedi giinliik tuz
uygulamalarinda Tokak 157/37’ de Erginel-90” a gore daha yiiksek SFlps ve Plyps
degerleri belirlenmistir (P<0,05).

Erginel-90’da  Wo/(1-Wy) (15182 bagimli olmayan (karanlik) reaksiyonlarin
performans gostergesi) ve ¢r, (PQ’ dan FS I’ in son elektron akseptoriine elektron
taginiminin  kuantum verimi) degerleri sadece yedi giinlik tuz uygulamalar
sonucunda kontrollere gore Onemli oranda azalirken (P<0,05), Tokak 157/37
etkilenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.10A ve B). Her iki genotipte de yedi giinliik tuz
uygulamalarinin bir giinliilk uygulamalara gore Wo/(1-¥y) ve or, degerlerini daha

belirgin sekilde azalttig1 gdzlenmistir (P<0,05).

Iki genotipte de ¢/(1-¢) (fotokimyasal (aydinlik) reaksiyonlarin performans
gostergesi), bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu kontrollere gore istatistiksel
olarak degisiklik gostermemis (P>0,05) ancak yedi giinliik tuz uygulamalar1 bir
giinliik uygulamalara gore daha diisiik ¢/(1-¢p) degerlerine neden olmustur (P<0,05)
(Sekil 4.10A ve B). Ayrica Tokak 157/37° de yedi giinliikk tuz uygulamalar1 sonucu
elde edilen ¢/(1-¢) degerinin Erginel-90° a gore daha 6nemli oranda daha yiiksek
oldugu bulunmustur (P<0,05). Ag, (elektronlarin sistemler arasi elektron
tastyicilarindan FS I’ in akseptor bolgesine tasinim hizi) degeri Erginel-90° da sadece
yedi giinlik tuz uygulamalar1 sonucu kontrole gore 6nemli derecede azalrken
(P<0,05), Tokak 157/37 etkilenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.10A ve B). Tokak 157/37
de yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucunda daha diisiik Ag, degerleri elde edilmistir

(P<0,05).
4.9. Tuz Stresinin Baz1 Antioksidant Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi
Erginel-90’ da bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu yapraklardaki siiperoksid

dismutaz (SOD) aktivitesinde kontrol degerlerine gore istatistiksel bir fark

bulunmamistir (P>0,05) (Sekil4.11). Tokak 157/37’ de ise sadece bir giinlik tuz
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uygulamasi SOD aktivitesini kontrole gore % 67 oraninda artirmustir (P<0,05).
Erginel-90° da bir ve yedi giinlik tuz uygulamalar1 arasinda SOD aktivitesi
bakimindan 6nemli bir fark goriilmezken (P>0,05), Tokak 157/37 de yedi giinliik
tuz uygulamas1 SOD aktivitesini, bir glinlik uygulama ile karsilagtirildiginda % 39
oraninda azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.11). Bir giinliik tuz uygulamas1 sonucu Tokak
157/37’ nin yapraklarinda 6l¢iilen SOD aktivitesinin ise Erginel-90° a gore % 54
oraninda daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05).

OKontrol 1 EMNaCl1l BKontrol 7 8NaCl7
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Sekil 4.11. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde siiperoksid dismutaz aktivitesi iizerine etkisi.
(AOF, anlamli 6nemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini
gostermektedir).

Askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesi bir giinliik tuz uygulamas1 sonucu Erginel-90
ve Tokak 157/37 genotiplerinde kontrollere gore farklilik gostermemistir (P>0,05)
(Sekil 4.12). Yedi giinlik tuz uygulamasi ile Erginel-90° da APOD aktivitesini
kontrole gore etkilemezken (P>0,05), Tokak 157/37° de kontrole gore % 45 oraninda
artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.12). Bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 APOD
aktivitesini sadece Tokak 157/37 genotipinde onemli derecede etkilemis ve yedi
giinliik uygulama sonucu % 30 oraninda bir azalma gozlenmistir (P<0,05). Hem bir
giinlik hem de yedi giinliik tuz uygulamalar1 APOD aktivitesini Tokak 157/37 de,
Erginel-90 ile karsilastirildiginda sirasiyla % 117 ve % 72 oraninda ve Onemli

derecede artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde askorbat peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF,
anlamli 6nemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini
gostermektedir).

Bir giinliik tuz uygulamasi Erginel-90 ve Tokak 157/37° de glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesini kontrollere gore Onemli derecede etkilememis (P>0,05), ancak yedi
giinliik uygulama Erginel-90’ da % 277 oraninda azaltmis, Tokak 157/37” de ise % 36
oraninda artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.13). Benzer sekilde yedi giinliik tuz uygulamasi
GR aktivitesini Erginel-90° da bir giinliik uygulama ile karsilastirildiginda % 205
oraninda azaltmis, Tokak 157/37° de % 52 oraninda artirmistir (P<0,05). Yedi giinliik
tuz uygulamasi sonucunda Tokak 157/37’ deki GR aktivitesinin Erginel-90’ a gore %
236 oraninda yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.13).

Guaiakol peroksidaz (GPOD) aktivitesi bir giinliik tuz uygulamasi sonucu Erginel-
90’ da kontrole gore % 177, Tokak 157/37° de ise % 51 oraninda artarken (P<0,05),
yedi giinlik uygulamada sirasiyla % 115 ve % 62 oraninda artis belirlenmistir
(P<0,05) (Sekil 4.14). Erginel-90° da yedi giinliik tuz uygulamasi bir giinliik
uygulamaya gore GPOD aktivitesini % 163 oraninda artirmistir (P<0,05). Bir giinliik
tuz uygulamas1 da GPOD aktivitesini Tokak157/37° de Erginel-90° a gore % 142
oraninda artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde glutatyon rediiktaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF,
anlamli Onemli fark; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini

gostermektedir).
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Sekil 4.14. Tuz stresinin (120 mM NaCl) iki arpa genotipinde guaiakol peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF,
anlamli onemli fark; degerler 5 tekrarm ortalamast olup, barlar + standart hata degerlerini
gostermektedir).



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yeryliziinde sulu tarim yapilan alanlarin yaklasik 1/3° i tuz stresinden
etkilenmektedir (Flowers ve Yeo, 1997). Diinya niifusunun ve buna paralel olarak
besin gereksiniminin siirekli artis gosterdigi diinyamizda, tuz stresi tarimsal
verimliligi sinirlandiran en 6nemli ¢evresel stres faktorleri arasindadir. Bu nedenle
ekonomik dneme sahip olan bitkilerde tuz toleransinin arastirilmasi olduke¢a biiytik

Onem tasimaktadir.

Bitki tilirleri arasinda tuz stresi altinda sergiledikleri biiylime cevaplart ve tuza
tolerans dereceleri arasinda farkliliklar vardir. Ornegin tahil grubu bitkiler iginde
piring, tuz stresine en duyarli, arpa ise en dayanikh tiirler olarak kabul edilmektedir
(Aslam ve ark., 1993). Makarnalik bugdaym (7riticum turgidum ssp. durum) tuz
stresine orta derecede toleransli oldugu belirlenmistir. Bugdayin halofit bir akrabasi
olan Agropyron elongatum ise monokotil bitkiler i¢inde tuz toleransi en yiiksek olan
tiirlerden birisidir (Colmer ve ark., 2005). Dikotil bitki tiirlerinde tuz toleransi
bakimindan ¢ok daha biiyiik bir varyasyon goriiliir. Baz1 baklagil tiirleri tuz stresine
piringten bile daha duyarli olmasina ragmen, yonca ve Medicago sativa gibi tiirler
oldukca toleranshdir (Lauchli, 1984). Atriplex genusuna ait dikotil bitkiler neredeyse
deniz suyuna yakin konsantrasyonlarda tuz iceren topraklarda rahatlikla yasamim
stirdiirebilir. Baz1 dikotil halofitler ise optimum biiyiime i¢in 100-200 mM gibi

yiiksek tuz konsantrasyonlarina gereksinim duyar (Flowers ve ark., 1977).

Bu ¢alismada tuz toleransi yiiksek olan arpa bitkisinin, lilkemizde yaygin olarak
tarim1 yapilan Erginel-90 ve Tokak 157/37 adli genotiplerinin tuz tolerans
derecelerinin bazi fizyolojik, biyokimyasal ve fotokimyasal parametreler yardimiyla

belirlenmesi ve birbiriyle karsilastirilmasi amaglanmistir.
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Bitkilerde biiylimenin yavaglamasi, tuz stresinin en belirgin etkilerinden biri olarak
kabul edilmektedir (Verslues ve ark., 2006). Yapilan aragtirmalar tuz
uygulamasindan hemen sonra hiicrelerin su kaybetmesi nedeniyle bitkilerde kok ve
govdenin biiylime hizinin azaldigini, ancak ¢ok kisa bir siire i¢inde hiicrelerin bu
kosullara uyum saglayarak yavas da olsa biiyiimelerini siirdiirdiiklerini gostermistir
(Cramer ve Bowman, 1991; Passioura ve Munns, 2000). Bu bulgular ¢alismamizdan
elde ettigimiz sonuglarla uyum gostermektedir. Nitekim ¢alismamizda bir ve yedi
giinliik tuz uygulamalarinin Erginel-90 ve Tokak 157/37 de kok biiylimesini, kendi
kontrolleri ile karsilastirildiginda, etkilemedigi gézlenmistir (Sekil 4.1A). Bu sonug,
organ boyutunda disiiniildiiglinde, iki arpa genotipinde tuz toleranst ile ilgili
cevaplarin koklerde govdelere gore daha etkili bir sekilde ortaya c¢iktigini
gostermektedir. Nitekim Munns (2010), tuz stresi altindaki bir¢ok bitki tiiriinde kok
biiylimesindeki iyilesmenin (recovery) govdelere gore belirgin derecede daha yiliksek
oranda gerceklestigini bildirmistir. Caligmamizda sadece yedi giinlik tuz
uygulamasinin her iki genotipte gdvde biiyiime hizin1 kontrollere gore azalttig
gbzlenmistir (Sekil 4.1B). Bu sonug, govde biiylimesinin tuz stresine koklere gore
daha duyarli oldugunu gostermektedir. Zaimoglu ve Dogru (2016) da tuz stresinin
baz1 misir genotiplerinde gdvde biliylimesini kdklere gore daha belirgin sekilde inhibe
ettigini ve govde biliylimesinin tuza daha duyarli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Munns
(2002), tuz stresine maruz kalan bitkilerde; tuz konsantrasyonuna, uygulama
stiresine, bitki tiirline ve genotipine bagl olarak meristematik hiicrelerdeki mitotoik
aktivitenin azaldigini rapor etmistir. Buna gore ¢alismamizda kullandigimiz iki arpa
genotipinin gévde meristem hiicrelerinin tuz stresine kok meristemlerine gore daha
duyarli oldugu sdylenebilir. Calismamizda elde ettigimiz diger 6nemli bir sonug da
Erginel-90 genotipinde kok ve govde biiylimesinin yedi giinlik tuz uygulamasi
boyunca neredeyse durma noktasina gelmesi ancak buna karsin Tokak 157/37
genotipinde kok ve gdvde biiylimesinin belirgin derecede devam etmis olmasidir.
Farkli bitki tiir ve genotipleri arasinda tuz toleransi bakimindan farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilan 6nemli fizyolojik biiylime parametrelerinden biri de kok
ve gdvdenin bilyiime hizidir (Shannon ve Grieve, 1999). Ornegin Anjum (2008) 12
hafta boyunca 40 ve 80 mM tuz stresi uyguladigi Cleopatra adli Citrus anacinin,

govde bliylimesinin tuzlu kosullar altinda devam etmesi nedeniyle, Troyer adl1 anaca
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gore daha toleransl oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde Shan ve Guo (2009) da tuz
stresi uyguladiklar1 iki yonca genotipinden tuza toleransli oldugu bilinen Zhongmu 1
adli genotipte tuzlu kosullar altinda biiylimenin devam ettigini, Defi adli genotipte
ise biiylime hizinin biiyiik oranda azaldigin1 belirtmislerdir. Buna gore ¢alismamizda
kullandigimiz Tokak 157/37’ nin Erginel-90’ a gore tuza daha toleransli oldugu
sOylenebilir. Bunun diginda ¢alismamizda yedi giin boyunca uygulanan tuz stresinin
iki arpa genotipinin toplam boylarinin azalmasindan, gévde biiyiime hizindaki

azalmanin sorumlu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1C).

Calismamizda tuz stresinin her iki arpa genotipinde kok ve govdenin taze ve kuru
agirliklarin1 da organ tipi ve tuza maruz kalma siiresine gore farkli sekilde etkiledigi
belirlenmistir. Ornegin Erginel-90* da bir ve yedi giinliik tuz uygulamalar1 kok taze
ve kuru agirligini kontrollere gore etkilemezken (Sekil 4.2A ve B), Tokak 157/37° de
sadece yedi giinlik tuz uygulamasi kok taze ve kuru agirliginda azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.2A ve B). Govdenin taze ve kuru agirliginda ise her iki genotipte
hem bir giinliikk hem de yedi giinliik tuz uygulamalar1 kontrollere gore azalmistir
(Sekil 4.3A ve B). Bu sonuglar iki arpa genotipinde toprak iistli organlarin koklere
gore tuz stresine daha duyarli oldugunu gostermektedir. Shan ve Guo (2009) da iki
yonca genotipi ile yaptiklar1 caligmada koklerle karsilastirildiginda, govde ve
yapraklarin taze ve kuru agirliklarinda gozlenen azalmalarin daha belirgin oldugunu
belirtmistir. Bunun diginda calismamizda bir ve yedi giinlik tuz uygulamalar
karsilastirildiginda, tuz stresi altindaki Tokak 157/37 genotipinde kok ve gdvdenin
taze ve kuru agirliklarinin daha belirgin sekilde artis gosterdigi belirlenmistir. Bu
sonug¢ da Tokak 157/37° de tuz tolerans1 ile ilgili mekanizmalarin Erginel-90° a gore
daha etkili oldugunu gosteriyor olabilir. Tuz stresinin bitkilerde karbohidrat
metabolizmasi, mineral madde almmimi ve hormon metabolizmasini olumsuz
etkiledigi bilinmektedir (Kozlowski, 2000). Bazi arastiricilar da tuz stresinin
bitkilerde iyon dengesizligine ve bitki ile ortam arasindaki su iliskilerinin
bozulmasina neden olarak biiylime hizini1 azaltabilecegini ileri siirmiistiir (Hasegawa
ve ark., 2000). Meydana gelen bu degisimler de fotosentetik aktiviteyi belli oranda
inhibe ederek biyomas birikimini ve biiylimeyi yavaslatmaktadir (Kozlowski, 2000).

Ancak bazi arastiricilar da bitkilerde tuz stresi altinda biiylime hizinda goriilen
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yavaslamay1 adaptif bir cevap olarak degerlendirmektedir (Zhu, 2001). Ornegin
Calendula officinalis bitkisinde tuz stresi uygulamalarinin biiylimeyi hizini
yavaslattigt ve biiylime icin kullanilacak enerjinin stres savunma cevaplarinin

olusturulmasi amaciyla kullanildigi belirlenmistir (Chaparzadeh ve ark., 2004).

Biyotik ve abiyotik stres faktorleri altinda olan bitkilerin dokularinda su dengesinin
ayarlanmasi stres toleransi bakimindan olduk¢a 6nemli bir faktordiir (Bohnert ve
ark., 1995). Tuz stresinin birgok bitki tiirtinde hiicrelere alinan su miktarin1 azaltarak
ozmotik potansiyeli de azalttig1 bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar tuza duyarl bitki
tiir ve genotiplerinde hiicrelerin ozmotik potansiyelinde ve su miktarinda meydana
gelen azalmalarin toleranshi tiir ve genotiplere gore daha belirgin oldugunu
gostermistir (Mansour, 1994; Mansour ve Salama, 1996). Calismamizda tuz
uygulamalarinin hem birinci hem de yedinci giiniinde Erginel-90 genotipinin
yapraklarindaki oransal su miktar1 kontrole gore azalirken su eksiklik indeksi
artmistir (Sekil 4.4A ve B). Tokak 157/37° de ise sadece yedi ginlik tuz
uygulamalar1 sonucunda kontrollere gére daha diisiik oransal su miktar1 ve daha
yiiksek su eksiklik indeksi belirlenmistir. Bu sonuglar tuz stresinin Erginel-90° 1n
yaprak dokularinda hem daha erken hem de daha yiiksek derecede dehidrasyona
neden oldugunu agikca gostermektedir. Bu durumda Tokak 157/37° nin tuzlu
kosullar altinda yaprak dokularindaki su miktarin1 ayarlama konusunda daha basarili
bir genotip oldugu soylenebilir. Nitekim 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.

Tuz stresi fotosentetik aktiviteyi bitki tiirline, stresin siddetine ve siiresine bagl
olarak farkli sekillerde etkilemektedir (Sayed, 2003). Tuz stresi 6zellikle stomalarin
kapanmasina neden olarak, fotosentetik pigment ve protein miktarini azaltarak,
tilakoid membranlarin yapisal kararlilifini bozarak ve iyon diizensizliklerine neden
olarak fotosentetik aktiviteyi azaltabilmektedir. Yapraklardaki fotosentetik pigment
miktar;, bu molekiillerin sentez ve parcalanma hizlar1 arasindaki denge ile

belirlenmektedir. Aygigcegi bitkisinde yapilan bir ¢alismada, tuz stresinin klorofil
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molekiillerinin Onciisii olan 5-aminoleviilinik asit miktarin1 azaltarak klorofil
sentezini yavaslattigi belirlenmistir (Santos ve ark., 2001). Yapilan diger bir
calismada da tuz stresi uygulanan mercimek fidelerindeki toplam klorofil miktarinin
onemli oranda azaldig1 rapor edilmistir (Turan ve ark., 2007. Calismamizda klorofil
a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlarinin Erginel-90’ da sadece yedi giinliik,
Tokak 157/37° de ise sadece bir giinlilk tuz uygulamasi sonucu kontrollere gore
azaldig belirlenmistir (Sekil 4.5A, B ve C). Ali ve arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 bir
calismada tuz stresi uygulanan 18 farkli piring genotipi arasinda fotosentetik pigment
miktar1 bakimindan 6nemli degisimler gozlemistir. Khosravinejad ve arkadaglar
(2008) ise toleransli olan arpa genotipinin (Afzal) yapraklarindaki toplam klorofil
miktarmin, duyarli olan genotipe (EMB 82-12) gore daha yiliksek oldugunu
bildirmistir. Yapilan bazi arastirmalarda da klorofil a ve klorofil b molekiillerinin tuz
stresine karst duyarlilik ve tolerans derecelerinin farkli olabilecegi ortaya
cikarilmistir (Oncel ve Keles, 2002; Hajer ve ark., 2006). Calismamizda tuz
stresinden etkilenme bakimindan her iki genotipte de klorofil a ve klorofil b
molekiilleri arasinda bir farklilik gozlenmemistir. Tokak 157/37 genotipinde
yapraklardaki klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 Erginel-90° a gore
daha erken azalma gostermesine ragmen, tuz uygulamasiin yedinci giiniinde bu
pigmentlerin miktar1 bakimindan bir stabilizasyon saglanmistir. Bu degisim Tokak
157/37 genotipinde tuz stresine zamanla gelistirilen toleransin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Nitekim Kranner ve arkadaslar1 (2002), stres altindaki bitkilerde
geri doniisiimlii olarak meydana gelen klorofil kayiplarimin bitkiyi koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Oyle ki, bitki pigment havuzunun boyutlarini
azaltarak, fotosistemlerinin fotooksidatif hasara ugramasini engelleyecek nitelikte
metabolik bir tolerans cevabi olusturmaktadir. Ancak Erginel-90° da klorofil a,
klorofil b ve toplam klorofil miktarinda tuz uygulamasinin yedinci giiniinde goriilen
azalmalar tuz stresinin neden oldugu oksidatif stres sonucu pigmentlerin
par¢alanmasindan kaynaklanmig olabilir (Fu ve Huang, 2001). Karotenoidler
bitkilerde 151k absorbsiyonu yaparak fotosentetik aktivitenin artmasini saglayan
pigmentlerdir. Bunun disinda '0, molekiillerinin olusumunu yavaslatmak ve ti¢li
uyarilmis klorofil molekiillerinin detoksifikasyonu saglamak gibi fonksiyonlar

bakimindan antioksidant sistemin enzimatik olmayan bilesenlerinden biri olarak
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kabul edilmektedir (Trebst, 2003; Forster ve Pogson, 2004). Tuz stresinin bitkilerde
karotenoid miktarim1 farkli sekillerde etkiledigi belirlenmistir. Ornegin Fayez ve
Bazaid (2014) arpa ile yaptiklar1 bir ¢alismada tuz stresinin yapraklardaki karotenoid
miktarini azalttigini1 belirlemislerdir. Yapilan diger bir ¢calismada da tuza toleransl
oldugu bilinen bir arpa genotipinde (Afzal), tuz uygulamalar1 sonucunda karotenoid
miktarinin arttigt ve bdylece klorofil pigmentlerinin fotooksidasyonun olumsuz
etkilerinden korundugu bildirilmistir (Khosravinejad ve ark., 2008). Calismamizda
Erginel-90 genotipinde sadece yedi giinliik, Tokak 157/37’ de ise sadece bir giinliik
tuz uygulamalarinin karotenoid miktarin1 kontrollere goére azalttigi gozlenmistir
(Sekil 4.5D). Yedi giinliik tuz uygulamasi sonucu Tokak 157/37 genotipinin
yapraklarindaki klorofil a ve klorofil b molekiillerinin miktarlarinda kontrollere gore
bir degisimin goriilmemesi, bu genotipte tuz stresi altinda klorofil molekiillerinin
fotooksidasyondan korunmasi konusunda karotenoidlerin de Onemli bir rol
oynayabilecegini akla getirmektedir. Nitekim yapilan bir ¢alismada tuza toleransh
olan bir marul genotipinde (Verte), 100 mM’ lik tuz uygulamasinin yapraklardaki
karotenoid birikimini artirdig1 ve duyarl genotipe (Romaine) gore yapraklarda daha
etkili bir koruyucu mekanizma sagladigi rapor edilmistir (Mahmoudi ve ark., 2011).
Hefni ve Abdel Kader (2006) ise tuz stresi altindaki bitkilerde yapraklarda meydana
gelen karotenoid miktarlarindaki degisimlerin tuz toleransi konusunda seleksiyon

kriteri olarak kullanilabilecegini ifade etmistir.

Tuz stresi altindaki bitkilerde serbest prolin miktarinda degisimlerin meydana geldigi
bilinmektedir. Serbest prolin, temelde tuzlu kosullarda bitki hiicrelerinde ozmotik
regiilasyonun saglanmasindan sorumludur. Bunun disinda stres altindaki bitkilerde
baz1 enzimlerin denatiirasyonunun dnlenmesi, azotun depolanmasi, sitosolik pH’ nin
ayarlanmas1 ve serbest radikallerin detoksifikasyonu gibi gorevleri de vardir. Tuz
stresi uygulanan bitkilerde serbest prolinin bu olaylara olan katkis1 bitki tiiriine,
genotipine ve aymt bitkinin farkli organ ve dokularina gore farklilik
gdsterebilmektedir (Ashraf, 1994). Eydiogan ve Oz (2007) nohut bitkisiyle yaptiklari
bir ¢alismada dort giin boyunca 100 mM’ lik tuz uygulamalarinin kok ve yapraklarda
serbest prolin miktarin1 kontrollere goére artirdigini, 200 ve 500 mM’ lik tuz

uygulamalarinin ise azalttigini rapor etmistir. Benzer sekilde Fayez ve Bazaid (2014)
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de 150 mM” lik tuz stresinin arpa yapraklarindaki serbest prolin miktarini artirdigini
rapor etmistir. Bazi arastiricilar bitki dokularindaki serbest prolin birikimi ile tuz
tolerans1 arasinda bir iliski olabilecegini bildirmislerdir (Mansour, 2000). Ornegin
Brassica juncea’ nin tuza toleransli olan genotiplerinin yapraklarinda, tuza duyarl
olanlara gore daha fazla serbest prolin birikiminin meydana geldigi belirlenmistir
(Kumar, 1984). Diger yandan tuz stresi uygulanan duyarli Brassica napus
genotiplerindeki serbest prolin birikiminin, toleransli olan genotiplere gore daha
fazla oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Borodina, 1991). Bu veriler tuz stresi altindaki
bitkilerde serbest prolin miktarinda gézlenen degisimlerin tiire spesifik olabilecegini
gostermektedir. Calismamizda bir ve yedi glin tuz uygulanan Erginel-90° m
yapraklarindaki serbest prolin miktar1 kontrollere gore artarken; Tokak 157/37° de
bir gilinliikk tuz uygulamasi serbest prolin miktarini azaltmis, yedi giinlik tuz
uygulamasi ise artirmistir (Sekil 4.8). Tuz uygulanan iki arpa genotipinin
yapraklarindaki serbest prolin miktar1 ve oransal su miktarinda meydana gelen
degisimler arasinda pozitif bir korelasyon bulunmamistir. Bu nedenle prolinin
uyguladigimiz deneysel kosullar altinda arpa genotiplerinin yaprak hiicrelerinde
ozmotik regiilasyonu saglama konusunda dogrudan bir rol oynamadig1 sdylenebilir.
Diger yandan Tokak 157/37 genotipinin yapraklarinda hem bir giinliik hem de yedi
giinliik tuz uygulamalar1 sonucunda serbest prolin ile klorofil a ve klorofil b
miktarlarindaki degisim arasinda bir korelasyonun bulundugu goézlenmistir. Buna
gore Tokak 157/37 genotipinde serbest prolinin tuz stresi sonucu fotosentetik
pigmentleri oksidatif stresin neden oldugu degredasyondan korudugu sdylenebilir.
Nitekim prolin molekiiliiniin bitkilerde farkli stres faktorlerinin neden oldugu
oksidatif strese karsi savunma saglayan antioksidant bir etkiye sahip oldugu rapor

edilmistir (Matysik ve ark., 2002).

Tuz stresi de dahil olmak {izere tiim abiyotik stres faktorleri bitkilerde fotosentetik
aktivitenin yavaslamasina ve sonugta O,  (sliperoksit radikali), H,O, (hidrojen
peroksit) ve hidroksil radikali (OH") gibi ¢esitli aktif oksijen tiirlerinin (AOT)
olusumuna neden olmaktadir (Logan, 2005). Olusan bu radikaller de o6zellikle
hiicresel membran sistemlerinde lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (Mittler,

2002). Bu reaksiyon sonucunda bitki dokularinda meydana gelen malondialdehit
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(MDA) birikimi lipid peroksidasyonunun hizi hakkinda bilgi saglamaktadir. Bunun
disinda dokulardaki MDA miktarinda meydana gelen degisimler bitki tiirleri ve
genotipleri arasinda tuz stresine tolerans ve duyarlilik derecelerinin belirlenmesinde
onemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (Jain ve ark., 2001). Ornegin Shan ve
Guo (2009) yaptiklar1 bir ¢galismada tuza toleransli olan yonca genotipinin (Zhongmu
1) yapraklarindaki MDA birikiminin, duyarli olan genotipe (Defi) gore daha diisiik
seviyede oldugunu bildirmislerdir. Diger bir arastirmada da tuz toleransli olan kolza
genotipindeki (Dunkled) MDA miktarinin, duyarli genotipe (Cyclon) gore daha
diisiik oldugu belirlenmistir (Ashraf ve Ali, 2008). Calismamizda tuz uygulamasinin,
Erginel-90 genotipinin yapraklarindaki MDA miktarin1 zamana bagli olarak artirdig
ancak Tokak 157/37 genotipinde etkilemedigi belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu sonug
yedi giinlik tuz uygulamasinin Erginel-90° da lipid peroksidasyonuna neden
oldugunu agikca gostermektedir. Buna gore membran stabilitesinin korunmasi
anlaminda Tokak 157/37 genotipinin tuza daha toleransli oldugu sdylenebilir.
Calismamizda ayrica bir ve yedi giinliikk tuz uygulamalarinin Erginel-90° in yaprak
dokularindaki H,O, miktarin1 kontrollere goére artirdigi, Tokak 157/37° de ise
azalttigi gozlenmistir (Sekil 4.7). Buna gore Erginel-90 genotipinin yaprak
dokularinda gbzlenen membran hasarmin olasi nedenlerinden birinin, yapraklardaki

H20, birikimi oldugu sdylenebilir.

Bitkiler, gesitli stres faktorlerine maruz kaldiklar1 zaman dokularinda birikim hizi
artan AOT’ lerin toksik etkilerinden kendilerini korumak i¢in etkili bir antioksidant
sistem gelistirmistir. Siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD),
glutatyon rediiktaz (GR) ve guaiakol peroksidaz (GPOD) bu sistemin énemli bazi
enzimatik bilesenlerini olusturur. Bu enzimlerin aktivitelerinin bitkilerde birgok
cevresel stres faktoriinlin etkisiyle artis gosterdigi bilinmektedir (Smirnoff, 1995).
Yapilan arastirmalar tuza toleransli olan bitki tiir ve genotiplerinde, tuz stresi
kosullarinda, antioksidant enzim aktivitelerinde meydana gelen artislarin, duyarh
olanlara gore daha belirgin oldugunu ortaya cikarmistir (Sreenivasasulu ve ark.,
2000; Sairam ve ark., 2002). Bu bilgiler antioksidant enzim aktivitelerinde meydana
gelen degisimlerin bitkilerde tuz toleransimin saglanmasit konusundaki Gnemini

gostermektedir.
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Bir metaloenzim olan SOD, tiim aerobik organizmalarda bulunan en etkili hiicre ici
antioksidant enzimdir. Cesitli ¢evresel stres faktorlerinin bitki dokularindaki AOT
tretim hizim artirdigi, bu kosullarda SOD’ un bitki stres toleransinda 6nemli bir
kriter oldugu ve AOT’ lerin toksik etkilerine kars1 bitkilerde ilk savunma hattini
olusturdugu bilinmektedir. SOD O, radikalinin bir dismutayon reaksiyonu ile H,O,'
ye indirgenmesiyle ilgili reaksiyonu katalizler. APOD ise bu reaksiyon sonucunda
meydana gelen H,O,’ nin su ve oksijene kadar par¢alanmasindan sorumlu olan
askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk enzimidir. Calismamizda bir ve yedi giinliik tuz
uygulamalar1 Erginel-90° da SOD ve APOD aktivitesini etkilemezken, Tokak
157/37° de artirmustir (Sekil 4.11 ve 4.12). Bu sonuglar Erginel-90 genotipinin
yapraklarinda tuz stresinin etkisiyle O," radikali ile H,O, birikiminin arttigini
gosteriyor olabilir. Nitekim g¢aligmamizda Erginel-90 genotipinin yapraklarindaki
H20, miktarmin ve MDA birikiminin tuz uygulamalari sonucu 6énemli oranda arttig1
belirlenmistir (Sekil 4.6 ve 4.7). Bu sonuglar Erginel-90 genotipinin yaprak
dokularini olusturan hiicrelerdeki membran hasarinin fazla oldugunu géstermektedir.
Tokak 157/37° de ise tuz uygulamalar1 sonucunda artan SOD ve APOD aktiviteleri,
olusan Oy" radikali ile H,O,’ nin etkili bir sekilde detoksifiye edildigini ifade
etmektedir. Bu nedenle de Tokak 157/37° nin yaprak dokularindaki O," radikali ve
H,0, miktar1 azalmakta ve membran hasar1 meydana gelmemektedir (Sekil 4.6 ve
4.7). Yapilan bircok calismada da tuz stresinin etkisiyle farkli bitki tiirlerinde SOD
ve APOD aktivitelerinin arttigi ve bu artiglarin tuza toleransh tiirlerde ve
genotiplerde daha belirgin oldugu bildirilmistir (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). GR, askorbat-glutatyon dongiisiiniin son enzimi olarak,
okside glutatyonu NADPH molekiiliiniin yardimiyla indirgeyen bir enzimdir (Asada,
1999). Indirgenmis glutatyonun yapisindaki elektronlar da APOD enziminin H,0,’
yi parcalamasinda kullanilmaktadir. Yani GR, APOD ile birlikte H,O;’ nin
detoksifikasyonundan sorumludur. Calismamizda Erginel-90° 1n yapraklarindaki GR
aktivitesi yedi giinliik tuz uygulamasi sonucunda azalirken, Tokak 157/37 de
artmistir (Sekil 4.13). Bu sonuglar tuz stresi altindaki Tokak 157/37 genotipinin

yapraklarinda  askorbat  havuzunun indirgenmis formda tutulabildigini
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gostermektedir. Yapilan arastirmalar tuz stresi altindaki bitkilerde SOD, APOD, GR
ve bir¢ok peroksidaz grubu enzimin aktivitelerinde es zamanli olarak meydana gelen
artiglarin tuz toleransinin saglanmasinda onemli oldugunu gdstermistir (Munns ve
Tester, 2008). Bowler ve arkadaslar1 (1992) ve Smirnoff (1995) de tuz stresi
altindaki toleransli bitkilerde bu enzimlerin aktivitelerinin es zamanli ve duyarl
genotiplere gore daha belirgin sekilde artig gosterdigini rapor etmistir. Elde ettigimiz
sonuglar Tokak 157/37 genotipinde tuz stresi kosullarinda askorbat-glutatyon
dongiisiinlin aktivite kazanarak okasidatif strese karsi koruma sagladigini, ancak
Erginel-90° da bu kapasitenin ¢ok daha sinirli oldugunu gostermektedir. Buna gore
Tokak 157/37 genotipinin tuz stres altinda yaprak dokularinda gesitli aktif oksijen
tiirlerinin olusumu ve detoksifikasyonu arasindaki dengeyi daha basarili bir sekilde

sagladigi ve tuza daha toleransli oldugu sdylenebilir.

GPOD enzimi de bitkilerde H,O,” nin par¢alanmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Bu enzimin antioksidant aktivitesinin yami sira bitkilerde biliylime ve gelisme
(Riquelme ve Cardemil, 1993) ile hiicre ¢eperlerindeki lignin biyosentezi konusunda
rol oynadigi bilinmektedir (Bruce ve West, 1989). Diego ve arkadaglart (2003) tuz
stresi uygulanan toleransli pamuk genotiplerinde GPOD aktivitesinin arttigini,
duyarli genotiplerde ise degismedigini bildirmistir. Benzer sekilde Ashraf ve Ali
(2008), tuz stresi uyguladiklari toleransli kolza genotipinde (Dunkled) GPOD
aktivitesinin duyarli genotipe (Cyclon) gore daha fazla artis gosterdigini rapor
etmistir. Ancak Mittal ve Dubey (1991) ise farkli piring genotiplerinde tuz tolerans
derecesi ile GPOD aktivitesi arasinda negatif bir korelasyonun bulundugunu
bildirmistir. Caligmamizda bir ve yedi giinliik tuz uygulamalarinin Erginel-90 ve
Tokak 157/37 genotiplerinin yapraklarindaki GPOD  aktivitesini  artirdig
belirlenmistir (Sekil 4.14). Bu sonuglar Tokak 157/37° de H,0O, molekiiliiniin
askorbat-glutatyon dongiisii enzimleri disinda GPOD tarafindan da detoksifiye
edildigini  gostermektedir. Bu genotipte yapraklardaki MDA  birikiminin
gerceklesmemesi, GPOD enziminin membranlarin peroksidatif hasarlara karsi
korunmasinda fonksiyonel oldugunu gosteriyor olabilir. Erginel-90° da ise tuz stresi
uygulamasi sonucunda sadece GPOD aktivitesinde gozlenen artis yapraklardaki

membran biitlinliigliniin korunmasini saglamaya yeterli olmamustir.
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Cevresel faktorlerde meydana gelen degisimlerin bitkilerde bir¢ok fizyolojik olayi
etkileyerek bliylime hizin1 yavaslattigi bilinmektedir. Bu fizyolojik olaylar arasinda
fotosentez ¢ok Onemli bir pozisyona sahiptir. Ciinkii fotosentez hizinda meydana
gelen degisimler bitkilerin bir anlamda “genel saglik durumu” hakkinda 6nemli
bilgiler saglamaktadir. Hatta fotosentez olayr gelismis bitkiler, algler ve

siyanobakterlerde global bir stres algilayicisi olarak kabul edilmektedir.

Tuz stresi altindaki bitkilerde fotosentetik etkinligin bitkinin tiirline, genotipine, tuz
stresinin siddetine ve maruz kalma siiresine bagli olarak etkilendigi belirlenmistir.
Tuz stresi bitkilerde fotosentetik aktiviteyi hiicrelerde dehidrasyona neden olarak,
sodyum ve klor toksisitesine yol acarak, stomalarin kapanmasi sonucu CO; alinimini
azaltarak, yaprak senesensini hizlandirarak, cesitli enzimlerin inhibisyonuna sebep
olarak azaltmaktadir (Parida ve Das, 2005). Kalaji ve arkadaslar1 (2011) klorofil a
floresans1 tekniginin farkli ¢cevresel stres faktorlerinin fotosentetik aktivite lizerindeki
etkilerinin arastirilmasinda ¢ok uygun bir yontem oldugunu bildirmistir. Bu teknikle
ozellikle FSII’ nin yapisinda meydana gelen elektron taginim olaylari hakkinda
bilgiler elde edilmektedir. Ancak 6l¢iilen parametreler yardimiyla hesaplanan diger
bazi floresans parametreleri FSI’ deki elektron tasinimi konusunda da fikir
saglamaktadir. Klorofil a floresansi tekniginin en avantajli yonii ise, uygulanan
stresin bitkilerde neden oldugu morfolojik degisimlerin ortaya ¢ikmasindan ¢ok daha
erken bir donemde stres etkilerinin anlasilmasini saglamasidir. Bunun disinda
Olctimlerin canli bitkiler lizerinde yapilmasi sayesinde stres faktorlerinin fotosentetik
aktivite tlizerindeki etkilerinin ¢ok kisa bir siirede ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir

(Kalaji ve ark., 2011).

Calismamizda bir ve yedi giin boyunca tuz stresi uygulanan Erginel-90 ve Tokak
157/37 genotiplerinde Fo (minimum floresans), Fm (maksimum floresans) ve Fv/Fm
(FSII’ nin maksimum kuantum etkinligi) degerini kontrollere gore etkilemedigi
belirlenmistir (Tablo 4.1). Bir¢ok calismada ¢esitli stres faktorleri altindaki bitkilerde
Fo’ i kontrole gore artmasinin nedeni olarak, 1s1k enerjisinin klorofil a

molekiillerinden reaksiyon merkezlerine transfer hizinin azalmasi ve/veya reaksiyon
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merkezlerinin inaktif hale gelmesi gosterilmistir (Briantais ve ark., 1986). Bazi
arastiricilar da Fo’da goriilen artisin elektronlarin QA’ dan Qg’ ye gecisinin
engellenmesinden ve FSII’ nin 151k enerjisini yakalama etkinligindeki azalmadan
kaynaklandigin1 belirtmistir (Kalaji ve ark., 2011). Calismamizda yedi giinliik tuz
uygulamasinin bir gilinliik uygulamaya gore Fo degerini Erginel-90° da daha belirgin
sekilde artirdig1 belirlenmistir. Bu sonug yedi giinliikk tuz uygulamasmin Erginel-90°
da fotosentetik elektron taginiminin daha olumsuz yonde etkilendigini
gostermektedir. Diger yandan Tokak 157/37 genotipinde bir ve yedi giinliik tuz
uygulamalar1 Erginel-90° a gore Fo degerlerinde daha biiyiik artislara yol agmustir.
Bu sonuglar Tokak 157/37 genotipinde tuz stresinin daha biiylik bir fotoinhibisyona
yol actig1 diisiincesini akla getirmektedir. Ancak Tokak 157/37° de Fm degerleri tuz
uygulamalarinin hem birinci hem de yedinci giinlinde Erginel-90° a gére daha yiiksek
bulunmustur. Fm degeri FSII’ nin akseptdr bolgesinin rediiksiyon durumunu
gostermektedir (Georgieva ve Lichtenthaler, 1999). Bu durumda Tokak 157/37’ nin
tuz stresi altinda FSII birimlerinin akseptdr bdlgelerinin daha kararli oldugunu ve
indirgenebilme yeteneklerinin daha yiiksek oldugunu gdstermektedir. Nitekim her iki
genotipte tuz stresi altinda Fv/Fm oraninda meydan gelen degisimler de bu fikri
destekler niteliktedir. Fv/Fm orani stres indikatorii olarak kullanilan bir parametredir.
Bitkilerde Fv/Fm oran1 ¢evresel kosullarin normal oldugu durumlarda 0,83
civarindadir. Bu oranin azalmasi bir fotoinhibisyon gdstergesi olarak
degerlendirilmektedir (Bjorkman ve Demmig, 1987). Calismamizda yedi giinliik tuz
uygulamalar1 sonucunda Fv/Fm oranindaki azalmanin bir giinliik tuz uygulamasina
gore Erginel-90° da daha belirgin olmasi, bu genotipin tuz stresinin neden oldugu
fotoinhibisyona daha duyarli oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢aligmada tuz
stresi uygulanan arpa genotiplerinden duyarli olan genotipte Fv/Fm oraninin daha
belirgin sekilde azaldigi ve bunun sebebinin tuzun reaksiyon merkezlerinde meydana

getirdigi hasar olabilecegi rapor edilmistir (Kalaji ve ark., 2011).

Fv/Fo orant FSII’ nin dondr bolgesinde bulunan ve suyu pargalayarak sistemde
taginacak elektronlarin olusumunu saglayan yapinin etkinligini gostermektedir.
Calismamizda Fv/Fo degerinin her iki genotipte de tuz stresinin siiresine bagli olarak

belirgin derecede azaldigi gozlenmistir. Suyu parcalayan kompleksin gesitli stres
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faktorlerine karsi fotosentetik elektron tasinim sisteminin en duyarli bolgesi oldugu
bilinmektedir. Fotosentetik elektron tasinim sisteminde meydana gelebilecek
herhangi bir anormallik bu oranin azalmasina neden olmaktadir (Pereira ve ark.,
2000). Fricke ve Peters (2002) ise tuz stresi altindaki bitkilerde yavaslayan su
aliiminin bu kompleksin etkinligini azaltabilecegini bildirmistir. Calismamizda yedi
giinliik tuz uygulamasi sonucunda Fv/Fo oraninin Tokak 157/37 genotipinde daha
yiiksek bir degere sahip olmasi, bu genotipte suyu pargalayan kompleksin tuz

stresine yapisal olarak daha dayanikli oldugunu gésteriyor olabilir.

Klorofil a floresans sinyallerinde zamana (logaritmik) bagli olarak meydana gelen
degisimleri gosteren grafige OJIP egrisi ad1 verilmektedir. Bu grafikte “O” noktasi
Fo degerini, “P” noktasi ise Fm degerini gostermektedir. Olusan grafigin tizerindeki
bolgenin (Fo-Fm arasi) biiytikliigii FSII’ nin indirgeyici bolgesindeki Qa miktart ile
ilgili bilgi saglamaktadir. Oukarroum ve arkadaglar1 (2015) reaksiyon
merkezlerinden Qa’ ya dogru gergeklesen elektron taginiminin inhibisyonu
sonucunda bu alanin azaldiginmi1 bildirmistir. Calismamizda bu iki parametrenin
Tokak 157/37 genotipinde tuz uygulamalari sonucunda kontrollere gore degisim
gostermedigi belirlenmistir. Ancak Erginel 90° da alan parametresi tuz
uygulamalarinin hem birinci hem de yedinci giinlerinde, tFm ise sadece yedi glinliik
tuz uygulamasi sonucunda kontrollere gore azalmistir (Tablo 4.1 ve sekil 4.9). Bu
sonuglar tuz stresi altindaki Erginel-90 genotipinde FSII’ nin dondr bolgesindeki
elektron tasimim reaksiyonlarinin belirli oranda inhibisyona ugradigini agikca
gostermektedir. Buna bagli olarak tFm degeri de azalma gdstermektedir. Bunun
disinda Erginel-90 genotipinde tuz uygulamalarinin; AV/At, (kapali reaksiyon
merkezlerinin birikim hizi) degerini artirirken, W, (yakalanan bir eksitonun bir
elektronu Qa’ dan elektron taginim sistemine hareket ettirme etkinligi), ¢go (Qa’ dan
PQ’ ya elektron tasmmiminin kuantum verimi), Sy (tiim reaksiyon merkezlerinin
kapanmasi i¢in gereken enerji), N (Fp’ ye ulasilincaya kadar gecen siirede Qa’ nin
indirgenme sayis1) degerlerini azaltmasi tuz stresinin bu genotipte FSII’ deki elektron
tasmimin1 farkli bolgelerde inhibe ettigini gostermektedir. Iki arpa genotipi ile
yapilan bir ¢alismada, tuza duyarli olan genotipte de benzer sonuglar elde edilmistir

(Kalaji ve ark., 2011). kN (uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal olmayan reaksiyonlar
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icin de-eksitasyon katsayisi), kP (uyarilmig antenlerdeki fotokimyasal reaksiyonlar
icin de-eksitasyon katsayisi) ve dolayisiyla SumK parametrelerinde 6zellikle Erginal-
90’ da yedi gilinliik tuz uygulamalar1 sonucu gozlenen degisimler, uzun siireli tuz
uygulamasi sonucunda bu genotipte FSII’ deki klorofil molekiilleri arasindaki
elektron taginiminin olumsuz yonde etkilendigini ifade etmektedir. SFlags (FS I’ nin
yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii) degerinde gézlenen degisimler de bu
bulgular1 destekler niteliktedir. Nitekim g¢alismamizda SFlags’ de meydana gelen
azalmalarin Erginel-90° da daha belirgin oldugu ve Tokak 157/37° nin FSII
birimlerinin tuzdan daha az etkilendigi belirlenmistir. Calismamizda tuz
uygulamalarinin Erginel-90 genotipinde fotosentetik elektron taginim reaksiyonlarini
daha belirgin sekilde inhibe ettigini gosteren kanitlardan biri de RC/ABS (FS II” deki
anten klorofilleri basina aktif reaksiyon merkezi miktar1) oraninda meydana gelen
degisimlerdir. Sonuglarimiz Erginel-90° da tuz stresinin FSII’ deki aktif reaksiyon
merkezi miktarint Tokak 157/37° ye gore daha etkili bir sekilde azalttigim
gostermektedir. Bu nedenle Erginel-90° daki elektron tasinim reaksiyonlarinin
yavaslamasinin 6nemli sebeplerinden birinin de aktif reaksiyon merkezi miktarinda

gozlenen azalma oldugu sdylenebilir.

Calismamizda bir gilinlik tuz uygulamasi sonucu ¢/(1-¢) (fotokimyasal
reaksiyonlarin performans gostergesi) degerinde her iki genotipte de bir ve yedi
giinliik tuz uygulamalar1 sonucu kontrollere gore bir degisim gdzlenmemistir. Yedi
giinliik tuz uygulamasi, bir giinliik uygulamaya gore bu parametrede azalmaya neden
olmus ancak Tokak 157/37° de daha yiiksek degerler elde edilmistir. Bu sonug¢ tuz
stresi uygulamasinin siiresinin artisina paralel olarak her iki genotipte de elektron
tasinim  reaksiyonlarinda  belli oranda inhibisyonun meydana geldigini
gostermektedir. Ancak Tokak 157/37 genotipinde bu inhibisyonun boyutu daha
kiigiiktlir. Erginel-90° da Wo/(1-Wo) (15182 bagimli olmayan reaksiyonlarin
performans gostergesi) degerinde yedi gilinliik tuz uygulamasi sonucunda kontrole
gore gozlenen azalma, bu genotipte CO; fiksasyon reaksiyonlarinin yavasladigin
ifade etmektedir. Bu durumda Erginel-90° da uzun siireli tuz uygulamalari sonucu
elektron tasimim reaksiyonlarinda goriilen azalmanin, karanlik reaksiyonlarin

inhibisyonundan kaynaklandig1 sdylenebilir. Tokak 157/37 genotipi ise, Erginel-90°
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a gore daha yiiksek Wo/(1-Wo) degerine sahip oldugundan tuza daha toleransli bir
genotip olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Yapilan bir ¢alismada da CO; fiksasyon
reaksiyonlarinda tuz stresi etkisiyle meydana gelen inhibisyonun FSII birimlerinin
onarim hizini azalttig1 rapor edilmistir (Takahashi ve Murata, 2005). Bu durumda
Erginel-90 genotipinde FSII birimlerinin onarim mekanizmasinin inhibe edilmis

olabilecegi de sdylenebilir.

Calismamizda Erginel-90 genotipinde yedi gilinliik tuz uygulamasi sonucu TR,/RC
(FS II’ de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Qa’ nin indirgenmesini saglayan
maksimum enerji miktar1) kontrole ve bir giinliik tuz uygulamasina gore azalirken,
ETo/RC (FS II’ de reaksiyon merkezi basma Qa’ dan sonraki basamaklardaki
maksimum elektron taginim hizi) azalmistir. Bu sonuglar Erginel-90° da yakalanan
eksitasyon enerjisinin elektron taginimini saglamak amaciyla kullaniminin tuz stresi
etkisiyle azaldigim1 gostermektedir. Buna karsin Erginel-90° da aym1 donemde
DIo/RC (FS I’ de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen
dissipasyon enerjisi miktar1) ve ¢po (termal dissipasyonun kuantum verimi)
parametrelerinde azalma gozlenmistir. Bu sonuglar Erginel-90° in absorbladiktan
sonra elektron taginimini saglamak amaciyla kullanamadig1 enerjiyi ortama 1s1 olarak
geri verdigini gostermektedir. Tokak 157/37° de ise yedi giinliik tuz uygulamasi
sonucu Erginel-90’ a gore daha diisiik TRo/RC, ET0o/RC, DI,/RC ve ¢p, degerleri
gbzlenmistir. Bu sonuglar da Tokak 157/37” de tuzlu kosullar altinda yakalanan ve
elektron tasiniminda kullanilan enerji miktar1 arasinda dengeyi saglayan fotosentetik

bir regiilasyon mekanizmasinin varligini gosteriyor olabilir.

Ayrica calismamizda Erginel-90 genotipinde yedi gilinliik tuz uygulamasinin Age
(elektronlarin sistemler arasi elektron tastyicilarindan FS I’ in akseptor bolgesine
tasinim hizi) ve ¢ro (PQ’ dan FS I’ in son elektron akseptoriine elektron taginiminin
kuantum verimi) parametrelerinde kontrole goére Onemli azalmalara yol agtif
belirlenmistir. Bu veriler tuz stresinin Erginel-90° da hem FSII ile FSI arasindaki
hem de FSI iizerindeki elektron tasinimimni olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir. Shansker ve arkadaslari (2005) yaptiklar1 bir calismada bu

parametrelerde meydana gelen azalmalarin ferrodoksin-NADP" rediiktaz enziminin
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inhibisyonundan kaynaklanabilecegini bildirmistir. Tokak 157/37 genotipinde bir
giinliik uygulama ile karsilastirildiginda, yedi giinliik tuz uygulamalar1 sonucu Ag, Ve
Oro parametrelerinde gozlenen azalma elektron tasinim hizin1 regiile eden
mekanizmanin sistemler arasi bolgede ve FSI’ de de etkili oldugu seklinde
yorumlanabilir. Plags parametresinde gozlenen degisimler de bu olasiligi artirir
niteliktedir. Bu parametre fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlarinin genel
durumunu ifade etmektedir. Plags degeri her iki genotipte de yedi giinlik tuz
uygulamasi sonucu bir giinlik uygulamaya gore azalmig ancak Tokak 157/37

genotipinde bu degerin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sonug¢ olarak Tokak 157/37 genotipinin, tuz stresi kosullar1 altinda fotosentetik
aktivitesinin daha yiiksek olmasi, antioksidant savunma sisteminin daha aktif olmasi
ve biiyiimesini belli oranda devam ettirmesi nedeniyle Erginel-90° a gbre tuza daha

toleransh bir genotip oldugu sdylenebilir.
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