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OZET

Anahtar kelimeler: Antioksidant sistem, KNOs, misir, potasyum nitrat, tuz stresi, Zea
mays

Bu ¢aligmada tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) altindaki bir misir genotipinde (Zea
mays L. cv. Ada 9510) potasyum nitrat (3 mM KNOs) uygulamasinin etkisi bazi
fizyolojik ve biyokimyasal parametreler yardimiyla arastirilmistir. Calismada
kullanilan tiim tuz konsantrasyonlar1 misir yapraklarindaki siiperoksid dismutaz ve
askorbat peroksidaz aktivitesini kontrollerle karsilastirildiginda azaltmistir. Glutatyon
rediiktaz ve gauaiakol peroksidaz aktivitesi ise sirasiyla sadece 100 ve 75 mM tuz
uygulamasi sonucu kontrole gore artmistir. Bu sonuglar tuz stresi altindaki misir
yapraklarinda, yliksek H>O> miktar1 ile gosterildigi gibi, diisiik askorbat-glutatyon
dongiisii aktivitesine isaret etmektedir. Ayrica tuz stresi altindaki misir yapraklarindaki
H>O> birikimi yiiksek MDA ve diisiik fotosentetik pigment miktarma (klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid) neden olmustur. KNO3 uygulamasi
ise tuz stresi altindaki misir yapraklarindaki stiperoksid dismutaz, askorbat peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve guaiakol peroksidaz aktivitesini artirarak daha iyi bir
antioksidant savunma saglamistir. Antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artis da tuz
stresi altindaki misir yapraklarindaki H>O> ve MDA miktarinin azalmasina,
fotosentetik pigment miktarinin artmasina yol agmuigtir.

Sonuglarimiza gore KNOs uygulamasinin antioksidant kapasite ve fotosentetik
pigment miktarini artirarak, H>O» miktar1 ve membran hasarini azaltarak tuz stresinin
misir yapraklarinda neden oldugu olumsuz etkileri iyilestirdigi sdylenebilir.



INVESTIGATION OF THE PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL EFFECTS OF POTASSIUM APPLICATIONS IN
MAIZE (Zea mays L.) PLANT UNDER SALT STRESS

SUMMARY

Keywords: Antioxidant system, KNOs, maize, salt stress, potassium nitrate, Zea mays

In this study, the effect of potassium nitrate (3 mM KNO3) application on maize
genotype (Zea mays L. Ada 9510) under salt stress (50, 75 and 100 mM NaCl) was
investigated through some physiological and biochemical parameters. All salt
concentrations used in this study decreased superoxide dismutase and ascorbate
peroxidase activity in the leaves of maize plants as compared to control plants.
Glutathione reductase and guaiacol peroxidase activity, on the other hand, was found
to be higher than control as a result of only 100 mM and 75 mM salt application. These
results showed lower ascorbate-glutathione cycle activity in the leaves of maize under
salt stress, as indicated by higher H20> content. In addition, H>O> accumulation in the
leaves of maize under salt stress led to higher MDA and lower photosynthetic pigment
contents (chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and total carotenoid). KNO3
application increased superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, glutathione
reductase and guaiacol peroxidase activity in the leaves of maize under salt stress and
provides better antioxidant defence. Higher activity of antioxidant enzymes led to the
lower H202 and MDA content, and higher photosynthetic pigment content.

According to our results, it may be concluded that KNO3z application ameliorates the
effects of salt stress in maize leaves by increasing antioxidant capacity and
photosynthetic pigment content and by decreasing H2O> accumulation and membrane
damage.

Xi



BOLUM 1. GIRiS

Biiylime canlilarin ortak 6zelliklerinden biridir. Biiyiime, hiicre sayisinda, boyutunda,
kiitlesinde ve hacminde meydana gelen geri doniisimii olmayan artis olarak
tanimlanmaktadir. Biiyiimenin meydana gelmesi i¢in hiicrelerdeki makromolekiillerin
sentez hizinin parcalanma hizindan daha fazla olmas1 gerekir (Larcher, 1995). Biiyiime
olay1, gelisme ve farklilagsma olmak iizere iki evreden olusur. Gelisme, bitkinin hayat
stirecinde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisimlerin tamamidir. Bitkilerde
gelisme, hiicrelerin boliinerek c¢ogalmasi, hacim artist ile doku ve organlarin
farklilasmasi gibi olaylar1 icerir (Larcher, 1995). Farklilasma, bitkilerde hiicre
gruplarinin gorevlerini en iyi sekilde yerine getirmesi i¢in meydana gelen; genetik ve
cevresel faktorlerle kontrol edilen yapisal ve biyokimyasal degisimlerdir. Bitkilerde

biiyiime ve gelisme bir¢ok gevresel ve genetik faktor tarafindan kontrol edilmektedir.

Tiim canlilar gibi bitkiler de cevreleriyle siirekli etkilesim halindedir. iginde
bulunduklar1 ¢evrede meydana gelen her degisim, bitki biiyiime ve gelismesini de
belirli oranda etkilemekte ve stres kavramini ortaya ¢ikarmaktadir. Stres terimi
“bitkilerde biiyiime ve gelismeyi yavaslatan veya durduran, iiriin miktar1 ve kalitesinde
azalmaya neden olan her tiirlii faktdr” olarak tanimlanabilir. Stres faktorleri, biyotik
ve abiyotik olarak siniflandirilmaktadir (Fujita ve ark., 2006). Bu stres faktorleri
bitkilerde tirtin miktarin1 ve kalitesini azaltarak tarimsal verimliligi distiriir, tarimsal
faaliyetler i¢in kulllanilan arazilerinin alanini daraltir ve dogal ekosistemin dengesini

bozar.

Tuz stresi bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen en 6nemli abiyotik

stres faktorlerinden biridir (Allakhverdiev ve ark., 2000).



Bir topragin tuzlu olarak tanimlanabilmesi i¢in bitki biiyiimesini olumsuz ydnde

etkileyecek derecede ¢Oziiniir tuzlar icermesi gerekir.

Tuzlulugun olusumu primer (dogal) ve sekonder (insan kaynakli) olarak
smiflandirilabilir. Ana kayalarin ayrismasi, okyanuslar ve iklimsel etmenler primer
tuzlulugun olusum nedenleri arasindadir (Munns ve Tester, 2008). Yiizey ve taban
suyu akisi, ana kayadaki ¢oziinebilir tuzlarin yeralt1 ve yeriistii suyuna karismasina
neden olur (Terry, 1997). Tuz konsantrasyonu bakimindan zengin olan okyanus sulari,
gel-git olaylar1 nedeniyle tarim arazilerine ulasir ve buharlasma sonucu tuzlar toprak
yiizeyinde birikim gosterir (Terry, 1997). iklimsel etmenlerden olan sicaklik ve nem
ise toprak yiizeyinden gerceklesen buharlasmay1 ve bitki yapraklarindan gerceklesen
terlemeyi kontrol eder (Yurtseven, 1999; Kanber ve ark., 1992). Sekonder tuzlulugun
olusum nedeni ise; insanlar tarafindan gergeklestirilen kalitesiz ve bilingsiz sulamadir.
Bunun sonucunda yagis miktari ile bitkilerin kullandig1 su miktar1 arasindaki denge,
yani topraktaki hidrolojik denge degismekte; tuzluluk, drenaj ve ¢evre sorunlari ortaya
cikmaktadir (Sonmez, 2011).

Tuz stresi, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde bitkilerin biiylime ve
gelismelerini ozmotik stres, iyon stresi (toksik etki) ve iyon stresi sonucu ortaya ¢ikan
besin dengesizligi nedeniyle engellemektedir (Parida ve Das, 2005). Tuz stresinin bitki
bliylime ve gelismesi iizerindeki bu olumsuzluklarin etki derecesi; bitki tiirii ve
¢esidine, uygulanan tuzun konsantrasyonu ile ¢esidine, tuza maruz kalma siiresine ve
bitkinin tuza dayanim derecesine bagli olarak degismektedir (Dajic, 2006). Bitkiler
tuza tolerans kapasitelerine gore halofitler (tuzcul bitkiler) ve glikofitler olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Bir¢ok bitki tiirli tuz stresine oldukg¢a duyarhidir ve bu grupta yer
alan bitkilere genel olarak “glikofit” adi verilir. Glikofit bitkiler genellikle 100-200
mM’ lik tuz konsantrasyonlarinda bile canliliklarini siirdiiremez. Ancak “halofitler”
300-400 mM gibi olduke¢a yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip olan topraklarda

biiyiliyebilen ve yasam dongiilerini tamamlayabilen bitki tiirlerini icermektedir.



Tuz stresinin gézlemlenen ilk etkilerinden biri bitkilerde biiyiime hizinin azalmasidir.
Toprak ¢ozeltisinde tuz konsantrasyonun artmasi sonucu su potansiyeli, ozmotik
potansiyel ve bitki koklerinin su alma yetenekleri azalir. Bu olaylar hiicre boliinmesini
ve uzamasin etkileyerek, bitkilerde k6k ve govdede hiicre sayisinin ve mitotik
aktivitenin azalmasina neden olur (Burssens ve ark., 2000). Tuz stresi altindaki bitki
koklerinin su alma yeteneklerinin azalmasi sonucu kok gelisimi ve gdvde uzamasinda
gerilemeler goriilmektedir. Tuz stresine maruz kalmis bitkilerin boylar1 kontrol
grubuna kiyasla kiiclik kalmakta, bodur bir yap1 sergilemektedir (Yakit ve Tuna,
2006). Misirda (Cramer ve ark., 1988) ve domateste (Snapp ve Shennan, 1994) yapilan
calismalarda da kok biiyiime ve gelismesinin tuzluluktan olumsuz sekilde etkilendigi
bildirilmistir. Tuz stresi bitkilerde ¢esitli organlarin taze ve kuru agirliklari tizerine de
etki etmektedir (Hernandez ve ark., 1995; Dinar ve ark., 1999; Chartzoulakis ve
Klapaki, 2000). Yapilan bir ¢aligmada tuz stresi uygulanan biber genotiplerinde
tuzlulugun kuru madde agirliginda azalmaya neden oldugu, bitki biiylime ve

gelismesinin engellendigi bildirilmistir (Giines ve ark., 1996).

Tuzlulugun bir diger olumsuz etkisi ise Na* ve Cl konsantrasyonunun artigina bagli
olarak K*, Ca*? ve Mg*2 gibi besin elementlerinin alinimmin olumsuz etkilenmesidir
(Parida ve Das, 2005; Kusvuran ve ark., 2008). Na* ile diger besin elementleri
arasindaki antagonist etki sonucu iyon dengesi ve kok bdlgesinde hiicre zari
gecirgenligi bozulmakta, bitkide besin eksikligi goriilmektedir (Fageria, 2001; Villora
ve ark., 1997). Potasyum, tuz stresi altindaki bitkilerde artmis olan turgor basincinin
korunmasimi saglayarak bitkinin ozmotik dengesini korumaktadir (Blum, 1988;
Greenway ve Munns, 1980). Genel olarak potasyumun enzimatik aktivite, fotosentez,
turgor potansiyeli, hiicre uzamasi, toprak iistii ve toprak alt1 organlarinin biiylimesi,
stoma hareketleri ve transpirasyonda onemli etkileri vardir (Tisdale ve ark., 1993;
Marschner, 1995). Chow ve ark., (1990) taratindan yapilan bir ¢alismada tuz stresi
altinda yetistirilen 1spanagin gereksinim duydugu potasyum miktarinin normal

kosullara gore 2 kat daha fazla oldugu bildirilmistir.



Ozmolitler, diisiik molekiil agirligina sahip, hiicre metabolizmasina zarar vermeyen,
toksik olmayan ve bitki hiicrelerinde molar konsantrasyonlarda biriken ndtral
maddelerdir (Djilianov ve ark., 2005). Bu maddeler normal sartlar altinda hiicrelerde
aktif degilken, ozmotik stres altinda sitoplazmada birikmektedir (Chen ve Murata,
2002). Ozmolitlerin baglica gorevleri; bitki hiicrelerini dehidrasyona karsi koruma
(Djilianov ve ark., 2005), ozmotik diizenleme, serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu oksidatif zarar1 azaltma (Hare ve ark., 1998), zar biitiinliigiinii ve hiicresel pH’
y1 koruma, azot depolama, fotosistem II kompleksi ile enzimlerin ve proteinlerin
stabilizasyonunu saglamaktir (Chen ve ark., 2007; Vijiyan, 2009). Ozmotik bilesikler;
polioller (Orthen ve ark., 1994), ¢oziinebilir sekerler (Kerepesi ve Galiba, 2000),
amino asitler, amidler, imino asitler, proteinler, kuaterner amonyum bilesikleri ve

poliaminlerdir (Khan ve ark., 2000).

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). Coziinebilir
karbohidratlarin stres altindaki bitkilerde birikimi ozmotik koruma, ozmotik
diizenleme, karbon kaynagi ve radikal temizleyicisi olma gibi faydalar saglamaktadir
(Parida ve ark., 2002; Jang ve ark., 2003). Bitkilerde tuz stresi ile indiiklenen birgok
protein tanimlanmis ve iki farkli grup altinda toplanmistir (Mansour, 2000; Pareek ve
ark., 1997). Bunlardan birincisi sadece tuz stresi kosullar1 altinda 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. Coziinebilir proteinlerin stres altindaki bitkilerde birikimi azot kaynagi olmalari
ve ozmotik diizenleme saglamalari agisindan 6nemlidir (Singh ve ark., 1987). Tuz
stresine maruz kalan bitki dokularinda aminoasitler (alanin, arjinin, glisin, serin), bir
iminoasit olan prolin ve amidler (glutamin ve asparajin) birikmektedir (Mansour,
2000). Stres altindaki bitkilerde biriken en yaygin ozmolitlerden biri prolindir.
Prolinin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine karsi ozmotik dengeyi saglama
(Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve Demiral, 2009), membranlarin, proteinlerin ve
enzimlerin kararhiligimi saglama, serbest radikallerin temizlenerek hiicresel redoks

potansiyelinin korunmasini saglama (Vijiyan, 2009), sitoplazmadaki asitligi azaltma,



metabolizmadaki uygun NADP*/NADPH oranini koruma (Hare ve Cress, 1997) ve
DNA hasarlarinin engellenmesinde gorev aldigi diisiiniilmektedir (Lima-Costa ve ark.,
2008). Tuz stresine maruz birakilmis seker pancarinda, tiitiinde, bugdayda, misirda,
susamda ve domateste de prolin igeriginin arttig1 tespit edilmistir (Ghoulam ve ark.,
2002; Niknam ve ark., 2004; Parida ve Das, 2005; Yakit ve Tuna, 2006; Koca ve ark.,
2007; Mohamed ve ark., 2007).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde etkili ozmoregiilatér olarak fonksiyon yapan
kuaterner amonyum bilesikleri azot atomlari tarafindan metillenmis olup baslica
cesitleri; glisinbetain, B-alaninbetain, prolinbetain, kolin-o-siilfat, hidroksiprolinbetain
ve pipekolatbetaindir (Mansour, 2000; Wyn Jones ve Storey, 1981; Rhodes ve Hanson,
1993). Bu kuaterner amonyum bilesikleri arasinda tuz stresine maruz kalan bitkilerde
biriken en yaygin olani ise glisinbetaindir (GB) (Sakamoto ve Murata, 2002).
Glisinbetain, bitkilerde sitoplazmada yer alan ozmolitlerden biri olup stres kosullar
altinda su dengesini koruyarak ve makromolekiillerin stabilizasyonunu saglayarak
bitkiyi stres zararlarindan belli oranda korumaktadir (Flowers ve ark., 1997; Rontein
ve ark., 2002). Glisinbetain, biiyiikk Ol¢iide kloroplastlarda bulunmakta, tilokoid
membranlarin, enzim ve fotosistem Il gibi protein komplekslerinin korunmasini
saglayarak fotosentetik aktivitenin ve membran biitiinliigliniin  siirekliligini

saglamaktadir (Sakamoto ve Murata, 2002; Yokoi ve ark., 2002).

Polioller stres altindaki bitkilerde ozmotik diizenleyici olarak tuz toleransinda gérev
alan polihidrik alkollerdir. Polioller de diger ozmolitler gibi stres kosullart altinda
sitoplazmada birikerek ozmotik koruma, hidroksil radikallerini detoksifiye ederek,
membranlarin ve enzimlerin oksidadif hasardan korunmasini saglamaktadir (Smirnoff
ve Cumbes, 1989; Shen ve ark., 1997; Ashraf ve Haris, 2004). Kimyasal olarak
degerlendirildiginde polioller polihidrik alkollerdir. Bitkiler aleminde oldukca 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 bircok halofit bitkinin sitoplazmasinda ve vakuollerinde yiiksek



konsantrasyonda birikim gosteren inorganik iyonlarin neden oldugu ozmotik
bozukluklarin ortadan kaldirilmasi i¢in biriktirilir (Nelson ve ark., 1999). Poliollerin
tuz stresi altindaki bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler oldukca
sinirlidir. Ancak son yillarda poliol birikiminin biyokimyasal ve genetik esaslari ile
ilgili 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Poliaminler iki ya da daha fazla amino grubu
iceren polivalent bilesiklerdir (Ashraf ve Haris, 2004). Poliaminler, protoplastlarin
stabilizasyonunu, embriyogenez boyunca hiicre béliinmesinin aktivasyonunu, birgok
bitki tiirlinde senesensin geciktirilmesini (Genard ve ark., 1991), membran
kararliliginin siirdiiriilmesini (Di Tomaso ve ark., 1989), ozmotik stres, mineral besin
eksikligi, yiiksek ve diisiik sicaklik stresi ve tuz stresi gibi ¢evresel stres faktorleri igin
koruyucu mekanizma saglamaktadir (Bouchereau ve ark., 1999; Kakkar ve ark., 2000;
Sairam ve Tyagi, 2004). Poliaminler hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, hiicre
farklilagmasi gibi bir¢ok diizenleyici olayda ve sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak

gorev yapmaktadir (Galston ve Sawhney, 1990).

Bitki biiylime ve gelisiminin devamlilig1 i¢in en 6nemli fizyolojik islev fotosentez
olayidir. Biyokiitle {iretimi sonucu meydana gelen biiylime, net fotosentezin bir
Ol¢iistidiir. Bu nedenle biiylimeyi etkileyen tiim g¢evresel faktorler fotosentezi de
olumsuz yonde etkilemektedir (Parida ve Das, 2005). Tuzlulugun artis1 ile
fotosentezdeki azalma stoma kapanmast (Sibole ve ark., 1998), protein
konsantrasyonunda azalma (Sibole ve ark., 1998), fotosentetik pigmentlerin
miktarindaki azalma (Sultana ve ark., 1999) ve iyon konsantrasyonlarindaki
degisimler (Khan ve Ungar, 1997) ile iliskilidir. Stoma iletkenliginin azalmasi ile
Kloroplastlara giren CO2 miktar1 smirlandirilir ve asimilasyon hizi azalir
(Degl’Innocenti ve ark., 2009). Stomalarin kapanmasi sonucu CO: fiksasyonu
azalmaktadir. Stres kosullar1 altinda mitokondri ve kloroplastlardaki solunumsal ve
fotosentetik elektron taginim reaksiyonlari ile taginan elektronlar hedef molekiil yerine
molekiiler Oz’ ye aktarilmakta, sonu¢ olarak siiperoksit radikali (O27), hidrojen
peroksit (H20>), singlet oksijen (*O2), perhidroksi radikali (HO2") ve hidroksil radikali
(OH") gibi toksik etkiye sahip aktif oksijen tiirleri (AOT) olugmaktadir (Asada, 1994;
Foyer ve ark., 1994; Makela ve ark., 1999). Bunlar proteinler, lipidler, karbohidratlar

ve DNA’ da hasarlara neden olarak sonugta hiicre 6liimlerine yol acar. Normal sartlar



altinda AOT’ ler, bitki hiicrelerinde metabolizma sonucu az miktarda da olsa yan iiriin
olarak iiretilir ve gesitli 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
saldirilar1  gibi biyotik ve abiyotik stres faktorleri AOT’ lerin olusum ve
detoksifikasyon hizi arasindaki dengeyi bozabilir (Gill ve Tuteja, 2010). Bunun
sonucunda antioksidant enzimlerin aktiviteleri azalir ve AOT’ lerin sentez miktarinda
artisa yol agarak hiicresel yapilarda bozulmalara neden olur (Breusegem ve ark., 2001).
AOT’ ler bitki hiicrelerinde kloroplastlar disinda mitokondriler, peroksizomlar, hiicre

zar1 ve apoplastik bolge gibi yerlerde de meydana gelebilir.

AOT’ lerin en 6nemli etkisi, lipitler iizerine olan ve hiicre membranlarinda énemli
hasara yol acan lipit peroksidasyonu olayidir (Koyro, 2006). Bitkilerde stres
kosullarinin olumsuz etkilerinin goriildiigii ilk yer olan hiicre membranlarindaki lipit
peroksidasyon olay1 sonucu olusan MDA (malondialdehit) stres parametresi olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan ¢aligsmalarda stresle birlikte Lycopersicon esculentum’
da (Krupa ve Baszynski, 1989; Quariti ve ark., 1997, Malik ve ark., 1992), Triticum
aestivum’ da (Vassilev, 2004), Hordeum vulgare’ de (Gaur ve Grupa, 1994), Brassica
nigra’ da (hardal) (Nouairi ve ark., 2006; Halliwell ve Gutteridge, 1985) ve daha
bircok bitkide MDA diizeyinin dolayisiyla lipit peroksidasyonunun arttig
gosterilmistir. Olusan MDA, hiicre membranlarindaki iyon aligverigine etki ederek
iyon gecirgenliginin (Ca*, Na*) artisina, enzimatik degisimlere, membran

biitlinliigiiniin yok olmasina yol acar (Montillet ve ark., 2005).

AQOT’ lerin olugsmasini veya bunlarin ortaya ¢ikardig: toksik etkileri 6nleyen, serbest
radikalleri yakalayan ve onlar etkisiz hale getirme yetenegine sahip olan maddelere
“antioksidant” denir (Elliot, 1999). Bitkilerin ¢esitli stres kosullar1 altinda dokularinda
biriken AOT’ lerin zararli etkilerinden kendilerini korumak i¢in gelistirdikleri bu
sisteme ise “antioksidant sistem” ad1 verilir (Asada ve Takahashi, 1987; Ye ve ark.,
2000). Antioksidant sistem enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusur

(Scandalios, 1997). Enzimatik bilesenler; siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat



peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon
transferaz (GT), glutatyon peroksidaz (GPOX) ve katalaz enzimlerinden olusur
(KAT). Enzimatik olmayan bilesenler ise; askorbik asit (C vitamini), glutatyon,
karotenoidler, flavonoidler ve a-tokoferoldur (E vitamini) (Scandalios, 1997). SOD,
O2~ radikalinin bir dismutayon reaksiyonu ile H2O.' ye indirgenmesiyle ilgili
reaksiyonu katalizler. APX ise bu reaksiyon sonucunda meydana gelen H202’ nin su
ve oksijene kadar pargalanmasindan sorumlu olan askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk
enzimidir. GR, askorbat-glutatyon dongiisiiniin son enzimi olarak, okside glutatyonu
NADPH molekiiliiniin yardimryla indirgeyen bir enzimdir (Asada, 1999). Indirgenmis
glutatyonun yapisindaki elektronlar da APX enziminin H2O2’ yi pargalamasinda
kullanilmaktadir. Yani GR, APX ile birlikte H202’ nin detoksifikasyonundan
sorumludur. GPOD enzimi de bitkilerde H2O2’ nin parcalanmasindan sorumlu olan bir
enzimdir. Bu enzimin antioksidant aktivitesinin yani sira bitkilerde biiylime ve gelisme
(Riquelme ve Cardemil, 1993) ile hiicre ¢eperlerindeki lignin biyosentezi konusunda
rol oynadig1 bilinmektedir (Bruce ve West, 1989). Askorbik asitin temel gorevi H.O>’
nin ve diger serbest radikallerin zararl etkilerinden hiicreyi korumaktir. Askorbik asit
indirgeyici bir rol oynayarak enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar i¢in gerekli
elektronu saglamaktadir. Glutatyon, ¢ok yonlii fonksiyonu olan bir metabolittir.
Baslica fonsiyonlari; bitkilerde siilfat taginimimi diizenleme, sinyal iletimi,
metabolitlerin baglanmasi, ksenobiyotiklerin yikimi, amino asitlerin hiicre i¢inde
tasinimi (Onat ve ark., 2002), patojen direnci, apoptosis (programlanmis hiicre 6liimii)
(Khan ve Singh, 2008), stres cevaplariyla ilgili baz1 genlerin ekspresyonu ve stres
kosullar1 altinda askorbat-glutatyon dongiisiinde indirgenmis askorbik asidin
olusumunu saglamadir (Xiang ve ark., 2001; Mullineaux ve Rausch, 2005; Rausch ve
Wachter, 2005). a-tokoferoller, kloroplastlarin tilakoid membranlarinda bulunur.
Hidrofobik ozellikleri nedeniyle zarlara tutunan o-tokoferoller, buradaki g¢oklu
doymamis yag asiti zincirleri ile etkileserek zar yapisinin stabilizasyonunu saglar
(Smirnoff, 2005). Karotenoidler, kloroplast ve kromoplast zarlarinda bulunan sari,
turuncu ve kirmizi renkli yagda ¢oziinen dogal pigment maddeleridir (Bartley ve
Scolnik, 1995). Karotenoidlerin bitkilerde ti¢ goérevi vardir. Bunlardan ilki

absorblanan ancak kullanilamayan ve hiicreye zarar verebilecek asir1 151k enerjisinin



ortama 1s1 olarak geri verilmesini saglamaktir. Bunun disinda karotenoidler
absorbladiklari 151k enerjisini klorofil pigmentlerine aktararak fotosentetik aktivitenin
artmasina yardimet olur. (Sieferman-Harms, 1987). Karotenoidler singlet oksijen (*Oz;
tekli uyarilmis oksijen) gibi bazi1 AOT’ leri detoksifiye ederek lipit peroksidasyonunu
yavaslatabilir (Collins, 2001). Uciincii goérevleri ise tilakoid membranlarm
stabilizasyonunu saglamaktir (Niyogi ve ark., 2001). Stres altindaki bitkilerde
antioksidant enzim aktivitelerinde ve antioksidant molekiillerin miktarinda meydana
gelen degisimlerin aragtirilmasi oldukca 6nemlidir. Ciinkii bu degisimler farkli 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
icinde ¢alismas1 zorunlulugudur. Ciinkii ancak bu kosullarda bitki hiicrelerinde olusan

AOT’ lerin etkili bir sekilde detoksifikasyonu miimkiin olmaktadir.

Bu ¢alismada, misirin (Zea mays) Ada 9510 adli genotipinde tuz stresi (50, 75, 100
mM) ve potasyum (3 mM KNOs) uygulamalarinin etkisi; bazi fizyolojik biiylime
parametreleri, oksidatif hasar indikatorleri (malondialdehit ve H2O2 miktar1) ve bazi
igsel dayaniklilik mekanizmalar1 (prolin miktar1 ve bazi antioksidant enzimlerin
aktiviteleri) yoluyla aragtirilmis ve potasyum uygulamalari ile tuz toleransi arasindaki

iliski belirlenmeye ¢aligilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkilerde Biiyiime ve Gelisme

Biiyiime canlilarin ortak 6zelliklerinden biridir. Tohum ¢imlenmesi sonucunda olusan
kiigiik bir bitki canliligin1 korudugu siirece biiyiir, farklilasir ve gelisir. Fotosentez
olay1 sonucunda ortaya ¢ikan triinler karbohidratlar ve diger organik maddelerdir. Bu
organik maddeler bitki kuru agirhginin % 90’ mdan fazlasim1 olusturmaktadir
(Gardiner ve Miller, 2008). Olusan organik maddelerin bitkinin degisik organlarinda
birikmesi kuru madde artisina ve biiylimeye neden olur. Biiyiime, hiicre sayisinda,
boyutunda, kiitlesinde ve hacminde meydana gelen geri doniisiimii olmayan artis
olarak tamimlanmaktadir. Biliylimenin meydana gelmesi icin hiicrelerdeki
makromolekiillerin sentez hizinin pargalanma hizindan daha fazla olmas1 gerekir
(Larcher, 1995). Biiyiime olayi, gelisme ve farklilagsma olmak tizere iki evreden olusur.
Bu iki olay bitkilerin en kii¢iik birimi olan hiicrelerden en ¢ok farklilasma gosteren
organlarina kadar tiim doku ve organlarda goriiliir. Gelisme, bitkinin hayat siirecinde
meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisimlerin tamamidir. Bitkilerde gelisme,
hiicrelerin boliinerek ¢ogalmasi, hacim artis1 ile doku ve organlarin farklilagmasi gibi
olaylar igerir (Larcher, 1995). Farklilasma, bitkilerde hiicre gruplarinin gérevlerini en
1yi sekilde yerine getirmesi i¢cin meydana gelen; genetik ve gevresel faktorlerle kontrol

edilen yapisal ve biyokimyasal degisimlerdir.

Bitkiler ve ¢ogu hayvan arasindaki baslica farklilik, bitkinin biiylimesinin bir
embriyonik dénem ile sinirlandirilmamis olmasidir. Dormant donemler disinda

bitkilerin ¢ogu siirekli biiyiir. Bitkilerde biiyliimenin sinirsiz olmasi boliiniir bitkilerin
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cogu siirekli biiyiir. Bitkilerde biiylimenin sinirsiz olmasi boliiniir dokular (meristem)

sayesinde olur. Meristemler kalic1 olarak farklilagmamis dokulardir.

Kosullar uygun oldugunda mitoz boliinme ile ¢ogalarak biiyiiyebilen yeni hiicreler
olusturur. Yeni hiicrelerin bazilar1 meristem iginde kalarak daha fazla hiicre iiretir.
Diger hiicreler ise farklilasir ve bliyiimekte olan bitkinin doku ve organlarina katilir
(Campbell, 2013). Meristemler bulunduklar1 yerlere gore adlandirilir ve baglica tige
ayrilir. Birincisi; kok, govde ve yan dal uglarinda bulunan apikal meristemlerdir.
Apikal meristemin bulundugu bdlgedeki hiicre gruplar1 stirekli bdoliinebilme
yetenegine sahiptir. Mitoz bdliinme ile yeni hiicreler olugur. Olusan hiicreler yukariya
dogru ¢ikarak bitkinin boyca uzamasini saglar ve primer (birincil) biiylimeyi saglar.
Ikincisi, siirekli dokular arasinda yer alan interkalar meristemlerdir. Hem apikal
meristemler gibi bitkinin biiylimesini saglar hem de bitkinin yapisinin kdkenini
meydana getirir. Ugiinciisii, iletim demetlerinde bulunan kambiyum dokusunda yer
lateral meristemdir. Odunsu bitkilerin kok ve govdelerinde enine kalinlagmay1

saglayarak sekonder (ikincil) bliyiimeyi gerceklestirir (Barton ve Poeting, 1993).

Her bitki kendine 6zgii bir bilyiime hizina sahiptir. Ornegin bazi yosunlar saatte 0.001
mm' den daha az biiyiirken, ¢ogu agag saatte 0.025-0.250 mm kadar biiyiir. Zamana
gore biiyiimeyi bir grafikte gostererek elde edilen egriye biiyiime egrisi denir (Taiz ve
Zeiger, 1998). Bu biiyiime egrisi tipik bir sigmoid veya S seklindedir (Sekil 2. 1.).
Tohum uygun kosullar altinda c¢imlenir. Siirgiin (ilk govdecik) toprak yiizeyine
ulasincaya kadar tohumdaki yedek besin maddeleriyle beslenir. Govde toprak
yiizeyine ulastiktan ve ilk yaprak olustuktan sonra bitki fotosentezle kendi besin
maddelerini yapmaya baglar. Fotosentez yapacak yaprak alanmin c¢ok az olmasi
nedeniyle bu bitkinin biiyiimesi baslangigta ¢cok yavastir. Bu safhaya lag (duraklama)
faz1 denir. Bitkinin yavas gelistigi birinci evreden sonra olusturulan biitiin besin
maddeleri yeni dokularin olusturulmas i¢in harcandigindan biiylime hizlanir. Bu satha
log (logaritmik, linear faz, hizli biiylime) fazi olarak adlandirilir. Hiicrelerin
genislemesi maksimum diizeyde hizli ve dogrusaldir. Bitki gelismesi belli bir noktaya
ulastiginda, yapilan besin maddelerinin solunumla kullanilanlardan geriye kalani

tohum ve koklerde depo edilir. Bu evrede yeni dokular yapilmadig: igin bitkinin
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biliylimesi yavaslar ve durur. Bu evre sabit biiyiime fazi veya durgun faz olarak

adlandirilir (Zwietering ve ark., 1990).

azalan blyime fazi

sabit blylime fazi

Biiyiime hizi (agirlik)

log fazi (hizh bliyime)

lag fazi (duraklama)

A 4

Zaman (giin)

Sekil 2.1. Bitkilerde biiyiime evreleri (Yin ve ark., 2003; Henshaw ve ark., 1966).

2.2. Bitkilerde Biiyiimeyi Etkileyen Faktorler

Bitkiler cesitli faktdrlerin bulundugu ortamda biiyiir ve gelisir. Bu faktorler baslica,

cevresel faktorler ve genetik faktorler olmak tizere iki grup altinda toplanmaktadir.

2.2.1.Cevresel faktorler

Isik, bitki gelisiminde absorbe edilebilen en kiiclik pargacik anlamindaki foton ya da
kuantum seklinde tanimlanir. Fotonlarin enerji igerigi dalga boylar1 (1s1k renk
spektrumu) ile ters orantilidir. Insan gozii 400-735 nm arasindaki dalga boyuna sahip
1siklar1 gorebiliyorken; bitkilerin fotosentetik spektrum araligi 400-700 nm’ dir. Bu
araliga ise PAR (photosynthetic active radiation; fotosentetik aktif radyasyon) denir.
PAR bolgesinde bulunan fotonlarin miktar1 ise ‘biiyiime 15181” olarak isimlendirilir
(Anonim, 2016). Isik spektrumunda bulunan mavi-mor ve kirmizi-turuncu 1siklar her

bitki tiiriinde farkli morfogenetik ve fotosentetik tepkilere yol ac¢maktadir
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(Urbonaviciiité ve ark., 2008). Isik spektrumunun mavi ve kirmizi bdlgelerinde 151k
absorbsiyonu ve fotosentez hizi en yiiksek seviyededir (McCree, 1972). Fitokromlar
kirmiz1 11k reseptorleridir. Kirmizi 1518in bitkilerde fotosentez, bitki biiylimesi,
ciceklenme ve bitkilerin besin igerigi {izerinde etkileri vardir (Massa ve ark., 2008;
Kopsell ve ark., 2015). Kriptokromlar mavi 1s1k reseptorleridir. Mavi 151k; fotosentez,
fototropizma, gévde uzamasi ve fide biiylimesi, stoma hareketleri ve bitkilerin besin
igeriginde etkili olmaktadir (Massa ve ark., 2008; Kopsell ve ark., 2015). Her bitkinin
151k ihtiyac1 oldukg¢a degiskendir. Bitkilerin gelismeleri i¢in gerekli olan 151k
yogunlugundan daha fazlasina maruz kalmalari sonucunda fotosentezde meydana
gelen verim kaybina fotoinhibisyon denir (Maxwell ve Johnson, 2000). Fotoinhibisyon
olayr bitkilerin biiylimesi {izerinde durdurucu etki yapmaktadir. Isigin siiresi
fotoperiyodizm olarak adlandirilir ve giin uzunlugu ile bitki metabolizmasi arasinda
kuvvetli bir iligki vardir (Dalchau ve ark., 2010; Greenup ve ark., 2009). Omegin
yonca ve tahillar gibi uzun giin bitkileri glinler uzamaya baslayinca ciceklenme
sinyallerini alir (Yano ve ark., 2001). Aksine soya fasulyesi gibi kisa giin bitkileri
giinler kisalinca ciceklenir. Her iki kategoriye de girmeyen domates, pamuk ve

karabugday gibi baz1 bitkiler ise farkli glin uzunluklarinda ¢iceklenir.

Sicaklik bitkilerin biiylime ve gelismelerinde etkili olan bir diger ¢evresel faktordiir.
Sicaklik; fotosentez, solunum, transpirasyon, topraktan su ve mineral madde alinimini
etkiledigi gibi bitkilerin diinya tizerindeki dagilim ve yayilimlarii da etkilemektedir
(Kacar, 2015). Her bitkinin biliylime ve gelismesi i¢in uygun olan sicakliga optimum
sicaklik denir. Diinya genelinde bitkiler 0 °C ile 45 °C arasinda biiylime ve gelisme
gosterir (Kacar, 2015). Bitkilerin optimum sicaklik sinirlar tiir ve gesitlere gore
degistigi gibi gelisim evrelerine de baghdir (Agaoglu ve ark., 1997). Tropikal kdkenli
bir bitki olan misir (Zea mays) optimum gelismeyi 30-35 °C arasinda gosterirken, 12-
15 °C’ den diisiik sicakliklarda gelisim gosterememektedir (Kacar, 2015). Sicaklik
bitkileri yiiksek ve diisiik sicaklik seklinde etkilemektedir (Biiylik ve ark., 2012).
Yiiksek sicaklik fotosentezin belli oranda inhibisyonuna, proteinlerin denatiire
olmasina, enzimlerin aktivitelerini kaybetmelerine, bitkinin belli kisimlarinda nekrotik

lekelenmelere yol acarak bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz yonde

etkilemektedir (Kacar, 2015). Diisiik sicaklik bitkilerde hiicre ve hiicreler arasi
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bosluklari dolduran suyun sicaklifinin donma noktasinin altina diismesine neden
olarak buz kristalleri olusumuna yol agar. Daha sonra buz kristallerinin hacmi artar ve
hiicre iginde mekanik degisiklikler nedeniyle oliimle sonuglanan zararlar goriiliir

(Kacar, 2015).

Bitkilerin biiylime ve geligsmeleri i¢in belli miktarda suya da ihtiyaclar1 vardir. Su
eksikligi ya da fazlalig1 sonucu bitkinin gelisimini etkileyen kuraklik ve su tagkini gibi
cevresel streslerin ortaya ¢iktigt belirtilmistir (Nishiuchi ve ark., 2012). Su taskininin
bitkilerde stres olusturmasinin nedeni, bitkilerin kokleri ile topraktan yeteri kadar
oksijen alamamalarindan kaynaklanir (Kacar, 2015). Bu durumda bitkiler kisa stirede
protein sentezini arttirarak oksijensizlige tepki olarak anaerobik solunum yapmaya
baglar (Tiryakioglu ve ark., 2014). Bunun sonucunda bitkilerde alkol ve etilen
birikmeye baglayarak, biiylime ve gelisme olumsuz yonde etkilenir (Kacar, 2015).
Toprakta az su bulunmasindan kaynaklanan kuraklik durumunda ise stomalarin
kapanmasi, metabolik aktivitenin yavaslamasi, bitkinin toprak istii ve toprak alti
organlarinin gelisimindeki olumsuz yonde etkiler goriilmektedir (Kacar, 2015). Bitki,
kokleri yardimiyla topraktan (toprak nemi optimum kosullarda oldugu siire i¢inde) su
ve mineralleri alir. Toprak partikiillerinin bliytikliigii bitkilerin biiyiime ve gelismesini
etkilemektedir. Topragin havalandirilmasi ile toprak partikiilleri arasinda bulunan O

miktar1 bitkilerin kok biiyiimesini dogrudan etkiler (Barber ve ark., 1963).

Bunlarin disinda endiistriyel faaliyetler sonucunda havada belli miktarin lizerinde
bulunan karbon, azot ve kiikiirdiin oksitleri ile ozon (O3) ve agir metaller (Cd, Zn, Pb
vb.) cevre kirliligine yol agmaktadir. Cevre kirliligi topragin, suyun ve havanin
kirlenmesidir (Kacar, 2015). Bu kirleticiler de bitkinin biiyiime ve gelismesi olumsuz

yonde etkilemektedir.
2.2.2.Genetik faktorler
Bitkiler bliylime ve gelisme icin ¢evresel faktorlerin disinda hiicreler aras1 kimyasal

iletisime de ihtiya¢ duyar. Bu iletisimi saglayan temel maddeleri kendileri tiretir.

Bunlara bitki hormonlar1 (fitohormonlar) denir. Fitohormonlar, biiyiimeyi kontrol
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etmek i¢in Dbitkiler tarafindan sentezlenen, tasindiklar1 yerde c¢ok az
konsantrasyonlarda dahi etkilerini gosterebilen organik maddeler seklinde
tamimlanabilir (Kacar, 2015). Bitki hormonlarindan oksinler, giberellinler ve
sitokininler biiylime ve gelisme {lizerinde olumlu etki gdsterirken; etilen ve absisik asit
olumsuz yonde etki gostermektedir. Bitki hormonlarmin etkileri genel olarak meyve
bliyimesi ve tohum ¢imlenmesinin uyarilmasi, ¢igeklenme, senensensin
geciktirilmesi, lateral tomurcuk gelisiminin uyarilmasi, tohum dormansisinin
kirilmasi, vernalizasyon, meyve olgunlagmasi, kok gelisimi, bitkilerin hastalik ve
zararlilara dayanikliliginin artirilmasi seklinde 6zetlenebilir (Kumlay ve Eryigit, 2011;
Kaynak ve Ersoy, 1997; Budak ve ark., 1994). Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi
etkileyen bir diger faktdr de vitaminlerdir. Vitaminler, yesil bitkiler tarafindan
sentezlenen, hormonlar gibi ¢ok az konsantrasyonlarda bile etkilerini gdsterebilen
basit organik bilesiklerdir. Vitaminler hiicre metabolizmasinda katalitik ve diizenleyici

role sahiptir (Kacar, 2015).

2.3. Bitkilerde Stres Kavram

Bitkiler, fiziksel cevrelerinden aldiklari basit bilesikleri enerji kullanarak biiyiik
karmasik molekiiller haline ¢eviren biyokimyasal makineler olarak kabul edilebilir
(Ozen ve Onay, 2013). Bu baglamda tiim canlilar gibi bitkiler de gevreleriyle siirekli
etkilesim halindedir. I¢inde bulunduklar1 ¢evrede olusan olumsuz kosullardan (stres)
blyiik oOlciide etkilenirler. Bitkilerin herhangi bir yasam doéneminde iginde
bulunduklar1 ¢evrede canli (biyotik) ve cansiz (abiyotik) faktorlere ayr1 ayr1 ya da
birlikte maruz kalmasi olay:1 stres olarak tanimlanmaktadir (Kacar, 2015). Levitt
(1980) biyolojik anlamdaki stres kavraminin, fizik biliminden tiiretilmis bir tanimin
Onermistir. Buna gore fiziksel stres, herhangi bir nesneye (s6z gelimi ¢elik bir cubuga)
uygulanan kuvvettir. Gerilim ise nesnenin ebatlarinda olusan degisimdir (6rnegin
biikiilme) ve bu degisim stres nedeniyle olugsmustur. Stres olusturan faktorlere stres
faktori denir. Stres faktorleri, bitkileri fizyolojik, morfolojik, metabolik olarak
etkileyerek; bliyiime ve gelismelerini azaltir veya durdurur, iiriin miktar1 ve kalitesini
azaltir (Kacar, 2015). Bu durum bitkilerde stres sonucu olusan biyolojik gerilimdir.

Stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olarak siiflandirilmaktadir (Fujita ve ark., 2006)
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(Tablo 2.1.). Bu stres faktorleri bitkilerde iiriin miktarin1 ve kalitesini azaltarak
tarimsal verimliligi diistirlir, tarim arazilerinin kullanim alanini daraltir, dogal
ekosistemin dengesini bozar. Yapilan bir arastirmada gelecek 25 yil igerisinde
ekilebilir alanlarin %30’ unun tuzlanma nedeniyle kullanilamaz hale gelecegi
tahmininde bulunulmustur (Tiirkan ve Demiral, 2009; Wang ve ark., 2003a, 2003b,
2004).

Tablo 2.1. Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres faktorleri (Kacar ve ark., 2006).

Abiyotik etmenler

Biyotik etmenler

Fiziksel etmenler Kimyasal etmenler
Kuraklik o
Hava kirliligi Yabani bitkiler
Sicaklik o )
Bitki besin elementleri Bocekler
Radyasyon o
Pestisitler Mikroorganizmalar (viriis, bakteri ve
Su baskini )
] ] Toksinler mantarlar)
Mekanik etkiler
Tuzlar Hayvanlar
(riizgar, kar ve buz
Toprak ¢ozeltisi pH’s1 Hastaliklar

ortiisii)

Abiyotik stres faktorlerinin etkileri birbirleriyle iliskilidir ve bitkilerde benzer hiicresel
hasara yol agabilir (Sekmen ve ark., 2007). Ornegin, soguk stresi mevsimsel olmasina
ragmen, kuraklik stresiyle benzer 6zellik tagimaktadir. Clinkii su dondugunda iginde
¢oziinmiis madde miktarmin yogunlugu artar ve bitkilerde su kitlig1 olusur (Ashraf ve
Foolad, 2007). Tuz stresi de kuraklik stresiyle benzer ozellik tasiyarak, hiicrenin
homeostasisini ve iyon dagilimini bozarak ozmotik stres meydana getirir (Zhu ve ark.,
1997; Serrano ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2001). Tiim bitkiler belirli derecelerde stres
etkilerine karsi koyma ve canli kalabilme o6zelligine sahiptir. Buna gore bitkiler

abiyotik stres etkilerine karsi genel olarak dort agsamali cevap olusturur (Sekil 2.2.):

1- Baglangi¢ alarm evresi: Bitki stres tepkisinin ilk evresidir. Strese duyarli sinyal
(uyarict) yollarmin ve giiglii bir oksidatif stresin basladigi evredir. Bitkinin stres
toleransi diigmeye baglar.

2- Aklimasyon evresi: Cesitli stres koruyucu proteinlerin (saperonlar, COR/LEA) ve
diger bilesiklerin (antioksidanlar, karotenoidler, tokoferoller; prolin ve glisinbetain

gibi ozmoprotektanlar) biyosentezi gergekleserek stres altindaki bitkinin yeni bir
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homeostasi olusturmaya baslamasi saglanir. Bitkinin stres toleransi yiikselir.
Aklimasyon evresi birkag giin siirer.

3- Onarim evresi: Stres koruyucu proteinlerin bozulmasina yol agan siireglerin aktif
hale geldigi evredir. Bitki aklimasyon evresinde olusturdugu homesotasiyi korur.
Bitkinin stres toleransi sabittir.

4- Tikenme evresi: Stresle miicadelenin uzun siirdiigi, stres kaynakli homeostasinin
korunamadig1 evredir. Bitkinin stres toleransi diiser. Ortam sartlar1 normale

dondiigiinde hiicresel homeostasinin tekrar saglandigi1 gézlemlenebilir (kurtarma fazi).

Stres altinda olmayan bitkilerde hiicre boliinmesine dayali aktif bliyiime ve gelisme
gozlemlenir. Stres altindaki bitkilerde ise hiicresel metabolizma yeniden diizenlenir.
Stresle miicadelenin her bir evresi bitkinin sahip oldugu protein yapisindaki
bilesiklerle agiklanir. Olusan her bir degisiklik metabolizmada protein seviyesine

yansir (Kosova ve ark., 2011).

Stres yok Stres Diizelme
ALARM AKLIMASYON ONARIM TUKENME

maksimum

Yeni standart

|
Istres
i

standart

Tolerans seviyesi

/

Onarma

Yeni standart

minimum

\

S

Akut hasar Kronik hasar

Stres siiresi

Sekil 2.2. Abiyotik strese kars1 bitki cevaplarinin genel asamalar1 (Kosova ve ark., 2011).

Bazi1 bitkiler maruz kaldiklar1 stres faktoriinden 6nemli derecede zarar goriirken, bazi
bitkiler bu olay1 bir ya da birka¢ metabolik zarar ile gidermektedir (Kacar, 2015).
Bitkinin tiim organlar1 ve kisimlari strese ayni tepkiyi vermez. Tohumlar, tomurcuklar
ve dormant hiicreler strese dayaniklidir. Ciinkii kuru tohumlarin su orani yaklasik
olarak % 4-5’ dir. Bu yiizden metabolik reaksiyonlar yavastir. Meristemler, sukkulent

organlar ve fideler ise strese duyarlidir. Ciinkii bu yapilarda meristematik hiicreler
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bulunur ve metabolik reaksiyonlar hizlidir. Bu yiizden belirli bir stres faktdriine maruz
kalan bitkileri strese dayanikli veya hassas olarak siniflandirmak miimkiindiir (Bohnert
ve ark., 1995). Strese dayanikli bitkiler sakinma (ka¢inma) ve tolerans
mekanizmalarina sahiptir (Levitt, 1972). Sakinma (kaginma) mekanizmas1 sayesinde,
bitkinin yasadig1 ortamdaki olumsuz bir faktoriin etkisi stres olusturmadan 6nlenebilir
(Street ve Opik, 1984). Oregin ¢ol efemerleri, kurak mevsim sirasinda dormant
tohumlar olarak varlik gdstermek suretiyle kurakliktan kagan tek yillik bitkilerdir.
Topragin belirli bir derinligini 1slatacak kadar yagmur yagdiginda tohumlari ¢imlenir.
Bu bitkiler toprak nemi tilkenmeden dnce olgunlasarak en az bir tohum olusturur
(Salisbury ve Ross, 1992). Tolerans mekanizmasi sayesinde ise bitki yasadig
ortamdaki stresten etkilense de kosullar normale dondiigiinde hasarlar1 tamir edebilir.
Ornegin kuraklik toleransma sahip bitkiler protoplazma su kaybetti§i zaman
protoplazmasi yeniden su alana kadar hayatsal faaliyetlerine devam edebilir (Hopkins,

1995).

Bazi bitkiler kalitima dayali yapisal ve fonksiyonel degisiklikler gerceklestirerek,
doku ve organlarmi stres kosullarina uyumlu hale getirmektedir. Boyle bitkiler
cevredeki stres kosullarina kars1 adaptasyon gostermekte, bunun sonucunda biiyiime
ve gelismelerini siirdiirmektedir (Kacar, 2015). Adaptasyon, bitkilerin nesilden nesile
aktardigi, uzun siireli ¢evresel degisimlere verdigi genotipik bir cevaptir (Huner ve
ark., 1998). Ornegin ¢ogu sicak iklim (¢ol) bitkisinde kiitkula tabakasi kalinlasirken,
yiizey/hacim orani azalmakta, stomalar olabildigince derine yerlesmekte, giindiizleri
kapanmakta, yapraklar kivrilmakta, yaprak iizerinde tiiyler olusmakta ve bitki giines
1sinlarini en fazla yansitacak konuma girmektedir. Bitki kokleri olabildigince derine
dogru gelisme gostermekte ve bitki gerekli degisimlerle gelistigi ¢evre kosullarina
adapte olmaktadir. Baz1 bitkiler ise kalitima dayali olmayan fizyolojik degisiklikler ile
stres kosullarina zaman igerisinde bireysel olarak dayaniklilik kazanmaktadir. Bu olay
aklimasyon (uyum) olarak adlandirilmaktadir (Kacar, 2015). Aklimasyon, bitkilerde
nesilden nesile aktarilamayan, her bitkiye 6zel olan, genetik yapida herhangi bir
degisim olmaksizin degisen ortam kosullarina verilen fenotipik bir cevaptir (Huner ve

ark., 1998). Ornegin, kislik bugday cesitlerinin sonbaharda azalan diisiik sicakliklara
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maruz birakilmalari, kisin daha diislik sicakliklarda canli kalabilmelerini saglar. Bu

soguga kars1 kazanilmig olan tipik bir aklimasyon olgusudur (Kacar, 2015).

2.3.1. Tuz stresi

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuzluluk, artan insan niifusu ile birlikte diinyada
verimli tarim alanlarini tehlikeye atarak besin Uriinlerinin verimini ve kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir (Botella ve ark., 2005). Kalitesiz ve bilingsiz sulama
nedeniyle diinyada 95 milyon hektar, Tiirkiye’ de ise yaklasik 1.5 milyon hektarlik bir
alan (bunun % 32.5” i sulamaya uygun tarim alanlaridir) tuzluluk sorunuyla karsi
karsiyadir (Szabolcs, 1994; Sonmez, 2004; Ekmek¢i ve ark., 2005). Ekilebilir
alanlarda gozlenen bu boyuttaki tuz birikiminin; bitkilerde biiyiime, gelisme, {iriin
verimliligi ve kalitesini olumsuz yonde etkileyerek biiyilk ekonomik kayiplara da
neden olacagi on goriilmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005; McMaster ve Wilhelm,
2003).

2.3.2. Tuzlulugun tanimi ve olusum nedenleri

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bodlgelerinde, yogun sulama ile gesitli
tuzlar bakimindan zengin yeralt1 suyu seviyesinin toprak yiizeyine kadar yiikselmesi
ve yliksek buharlagmanin etkisiyle sularin toprak yiizeyinden kaybolarak beraberinde
tagidiklar1 tuzlarin toprak ylizeyinde veya ylizeye yakin kisimlarda birikmesidir
(Pessarakli ve Szabolcs, 1999; Saruhan ve ark., 2008). Bitki kok bolgesinde depolanan
suyun bir kismi bitki tarafindan kullanilirken bir kismi da toprak yilizeyinden
buharlasarak veya derinlere inerek kaybolur. Ulkemizin sicak ve yagigsiz donem
yasayan bdlgelerinde, drenaj kosullarinin iyi olmadig topraklarda sulama sulari ile
gelen coziinebilir tuzlar derinlere tasinamamakta, yagmur suyu ile yeterli yikama
saglanamadigi i¢in tuzlu taban sular kilcal yiikselme ile toprak yiizeyine kadar ¢ikarak
tuzluluk sorununu olusturmaktadir (Richard, 1954; Uygan ve ark., 2006). Yagish
bolgelerde ise ¢oziinebilir tuzlar topraktan yikanarak yeralti suyuna, oradan da akarsu
ve denizlere ulastigi igin tuzlanma (salinizasyon) goriilmez (Glingor ve Erozel, 1994,
Akgiil, 2002; Kacar ve ark., 2002).
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Genellikle topraklarda tuzlanmaya neden olan anyonlar; klor (CI), siilfat (SO472)
nadiren de olsa bikarbonat (HCO3 "), karbonat (COs ) ve nitrat (NOs °); katyonlar ise
sodyum (Na*), kalsiyum (Ca*?), magnezyum (Mg*?) ve bazen potasyum (K*)’ dur
(Ergene, 1995). Bu anyon ve katyonlarin bir araya gelmesiyle tuzlar olusmaktadir ki
dogada en yaygin bulunan tuz, sodyum (Na*) katyonu ve klor (CI) anyonunun
olusturdugu sodum kloriir (NaCl) bilesigidir (Rengasamay, 2006; Li ve ark., 2009).

Tuzlulugun olusumu primer (dogal) ve sekonder (insan kaynakli) olarak
siiflandirilabilir. Primer tuzlulugun olusum nedenleri; ana kayalarin ayrigmasi,
okyanuslar ve iklimsel etmenlerdir (Munns ve Tester, 2008). Yiizey ve taban suyu
akisi, ana kayadaki ¢oziinebilir tuzlarin yeralt1 ve yeriistii suyuna karismasina neden
olur (Terry, 1997). Tuz konsantrasyonu bakimindan zengin olan okyanus sulari, gel-
git olaylar1 nedeniyle tarim arazilerine ulasir ve buharlagma sonucu toprak yiizeyinde
tuzlarin birikimine neden olur (Terry, 1997). iklimsel etmenler olan sicaklik ve nem
ise toprak ylizeyinden gerceklesen buharlagmay1 ve bitki yapraklarindan gerceklesen
terlemeyi kontrol eder (Yurtseven, 1999; Kanber ve ark., 1992). Sekonder tuzlulugun
olusum nedeni ise; insanlar tarafindan gercgeklestirilen kalitesiz ve bilingsiz sulamadir.
Ciinkii sulamanin oldugu her yerde topraga tuz iletimi de s6z konusudur (Kanber ve
ark., 1992; Yurtseven ve Bozkurt, 1997; Yurtseven, 1999; Akgiil, 2002). Insanlar
tarafindan gerceklestirilen asir1 sulama sonucu bitkiler tarafindan kolaylikla alinabilen
¢oziinebilir tuz bilesikleri belli konsantrasyonu asar ve taban suyu yiikselir. Taban
suyu toprak yilizeyine yaklastifinda su buharlasarak tuzlarin toprak yiizeyinde
kalmasina neden olur (Ghassemi ve ark., 1995; Kanber ve ark., 1992; Glingor ve
Erozel, 1994). Taban suyu, toprakta gecirimsiz bir katman iizerinde bulunan ve
bulundugu seviyenin altindaki toprak katmanlarini stirekli doygun halde tuttugu igin
bitkilere zararli olan su katmanidir (Tekinel ve Kanber, 1987). Taban suyu seviyesinin
yiikselmesinin kalitesiz ve bilingsiz sulama disinda diger nedenleri; drenajin zayif
olmasi, tarim alanlarinin topografyasit ve uygun olmayan 1slah islemleridir. Zayif
drenaj yollarina sahip kapali havzalar topografik yapilarindan dolay1 tuzlanma
egilimindedir (Yakupoglu ve Ozdemir, 2006). Ulkemizde Gediz, Menemen, Konya,
Amik, Seyhan, Ceyhan ve Harran gibi verimli topraklara sahip ovalar tuzluluk sorunu

yasamaktadir (Acikgdz ve Gevrek, 1992). Ornegin, Harran Ovasi’ni ele alacak
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olursak; doguda Tek Tek Daglar1 ve batida Fatik Daglar1 arasinda kalan ¢ukur bir
topografik yapiya sahiptir (Akis ve ark., 2005). Bunun sonucunda ¢evreden gelen ve
sulama sularinin yanlis kullanimi sonucu biriken fazla su taban suyu seviyesini
yiikseltmekte, drenajin da zayif olmasindan dolay1 tuzluluk sorunu ortaya ¢ikmaktadir
(Akis ve ark., 2005; Acikgoz ve Gevrek, 1992). Tuzlulugun olusum mekanizmast
Sekil 2.3.” de goriilmektedir (Ergene, 1982; Kwiatowsky, 1998; Terry, 1997; Woods,
1996).

| Dolum Bélgesi |

| Birikme Bélgesi|

Gegirgen

Evapotransprasyon | Dolum

Su 1
tablasi | | |

? 1 Bélgesi

Batakhk

N MVAAE AN,
R R Y XY
SRS

> X
NN

Sekil 2.3. Tuzlulugun olusum mekanizmasi (Akgiil, 2003).

Ozet olarak sicakligim yiiksek olmasi, yagislarin yetersiz olmasi, yiiksek buharlasma
ve terleme, sulama suyunun kalitesinin iyi olmamasi, zamansiz ve asir1 yapilan sulama,
drenajin zayif olmasi, tarlalarin veya bahgelerin tuzlu su kaynaklarina yakin olmalari
tarim topraklarinda tuzlanmaya, sonug olarak da bitkisel {iriinlerde verim ve kalitenin

diismesine neden olmaktadir.

2.3.3. Tuzlu topraklarn siniflandiriimasi

Bir topragin tuzlu olarak kabul edilebilmesi i¢in ¢6ziinebilir tuz konsantrasyonunun
bitki biiylime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyebilecek derecede olmasi gerekir.
Blum (1985)’ a gore bir toprak ¢ozeltisinde NaCl oran1 % 0.5” ten daha fazla ise bu
toprak tuzlu toprak (halomorfik) olarak kabul edilmelidir. Topraktaki tuz
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konsantrasyonu bitkinin kok bolgesinden alinan toprak c¢ozeltisinin elektriksel
iletkenlik degeri (EC) ile 6lgiiliir. Elektriksel iletkenlik, genellikle 25 °C olmak tizere
belirli bir sicakliktaki ¢ozeltinin 1 cm uzunluk ve 1 cm? kesit alanina sahip siitunun
ohm cinsinden direncinin tersi olarak ifade edilmektedir (Ayyildiz, 1990). Tuzlu ve
sodik (alkali) topraklarin teshisinde topragin kimyasal 6zelliklerinden olan elektriksel
iletkenlik (EC), pH, degisebilir sodyum yiizdesi (ESP) ve sodyum absorbsiyon
oranindan (SAR) yararlanilir (Odeh ve Onus, 2008) (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Tuzlu-alkali topraklarin siniflandirilmasi (Richards ve ark., 1954; Anonim, 1996; Horneck ve ark.,
2007; Anonim, 2010a.

Siif pH EC ESP(%) SAR Topragin fiziksel 6zellikleri
(dS/m)
Tuzsuz <85 <4 <15 <13 Iyi
Tuzlu <85 >4 <15 <13 Iyi
Tuzlu-alkali <85 >4 > 15 >13 Tyi
Tuzsuz-alkali >8,5 <4 >15 >13 Koti
(sodik)

Topraklarin tuzluluk bakimindan teshisi farkl fiiziksel 6zelliklere gore yapilmaktadir
(Vilenski, 1957). Ornegin tuzlu topraklar, kurak ve yari kurak iklim bolgelerinde
sicakligin yiiksek, yagiglarin yetersiz ve drenajin zayif olmasindan dolay: toprakta
¢oziinebilir tuzlarin birikmesiyle olusmaktadir. Tuzlu topraklarin  kimyasal
ozelliklerine bakildiginda; elektriksel iletkenlikleri (EC) 4 dS/m (decisiemens/m)’ den
yiiksek, degisebilir sodyum yiizdesi (ESP) 15° den ve pH’ lar1 ise 8,5 den diisiiktiir.
Tuzlu-alkali topraklar goriinis ve kimyasal 6zellikleri bakimindan kismen tuzlu
topraklara benzer. Elektriksel iletkenlikleri (EC) 4 dS/ m’ den yiiksek, degisebilir
sodyum ytizdesi (ESP) 15 veya daha yiiksek, pH’ lar1 ise 8,5 den fazladir. Tuzsuz-
alkali topraklarda ise Na* konsantrasyonu ¢ok yiiksektir (Richards ve ark., 1954;
Ergene, 1997; Gey ve ark., 1991; Horneck ve ark., 2007; Jalali, 2008). Topraktaki
absorbe edilen sodyum (SAR) degeri %10-15" i gegtiginde, kil kompleksleri dispers
hale gecerek topragin su gecirgenligi azaltir, topragin islenmesi giiglesir sonugta

toprak havalanamaz, bitkilerdeki kok gelisimi ve tohum ¢imlenmesi zayiflar. Bunlarin
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sonucunda bitki biiyiime ve gelisimi olumsuz yonde etkilenir. (Kanber ve ark., 1992;
Dutt ve ark., 1972). Alkali topraklarda elektriksel iletkenlik (EC) 4 dS/ m” den diisiik,
degisebilir sodyum yiizdesi %15’ den ve pH’ s1 8,5” den yiiksektir (Richards ve ark.,
1954; Ergene, 1997; Gey ve ark., 1991; Horneck ve ark., 2007; Jalali, 2008). Daha
oncede belirtildigi gibi, lilkemizde 1.5 milyon hektarlik bir alan (bunun % 32.5’ i
sulamaya uygun tarim alanlaridir) tuzluluk sorunuyla kars1 karsiyadir (Szabolcs, 1994;
Sénmez, 2004; Ekmek¢i ve ark., 2005). Ulkemiz topraklarmin tuzluluk durumu

siiflandirilmasina gére durumu Tablo 2.3.” de gosterilmistir.

Tablo 2.3. Tiirkiye topraklarinin tuzluluk durumuna gore dagilimi (S6nmez, 2011).

Tuzlu Toprak Tipleri Alan (ha) Tuzlu alanlarin dagilimi (%)
Hafif tuzlu 614.617 41.0
Tuzlu 505.603 33.0
Alkali (sodik) 8.641 0.5
Hafif Tuzlu- Alkali 125.863 8.0
Tuzlu-Alkali 264.958 17.5
Toplam 1.518.722 100.0

Sonmez (2011)’ e gore iilkemizdeki bu verilerin olugsmasindaki baglica nedenler;
iklim, topografya, topraklarin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, zamansiz ve asiri
yapilan sulamalardir. Bunlarin sonucunda tuzluluk, drenaj ve ¢evre sorunlarinin ortaya

ciktigini belirtmektedir.

2.3.4. Tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkisi ve tuz toleransi

Tuz stresi, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde bitkilerin biiylime ve
gelismelerini ozmotik stres, iyon stresi (toksik etki) ve iyon stresi sonucu ortaya ¢ikan
besin dengesizligi yoluyla engellemektedir (Parida ve Das, 2005). Munns ve ark.,
(1995) tuz stresi sonucu bitkilerde olusan etkileri “iki fazli etki modeli” ile
aciklamiglardir (Sekil 2.4.). Birinci fazda (ozmotik faz) toprak ¢ozeltisinde tuz
konsantrasyonunun artmasina bagli olarak bitki kok bdlgesinde ozmotik basing artar,
ozmotik potansiyel ve su potansiyeli azalir. Toprakta yeterli miktarda su bulunmasina

ragmen bitki kokleri suyu alamaz ve bitki solmaya baslar. Bu olay fizyolojik kuraklik
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olarak adlandirilmaktadir (Ayyildiz, 1990). Ozmotik stresin bitkilerde neden oldugu
olumsuz etkiler; fizyolojik kuraklik, stomalarin kapanmasi, biiyiime ve gelismenin
gerilemesi, iiriin ve verim kalitesindeki azalmadir (Giirel ve Avcioglu, 2001). Ikinci
fazda (iyonik faz), toprakta fazla miktarda Na ve Cl gibi tuz iyonlarinin birikimi s6z
konusudur. Ozellikle Na iyonunun bitkilerde birikimi mitoz béliinmeyi ve bazi
enzimlerin aktivitelerini engelleyerek toksik etki gostermekte, yasli yapraklarin
dokiilmesine neden olmakta, bitki biliyime ve gelisimini olumsuz yonde

etkilemektedir (Kocagaliskan, 2003; Kusvuran, 2010).

tuz ilavesi

Biiyiime hizi

M

Faz1l Faz2
(ozmotik etki) (iyona 6zgu etki)

o = = = === toleransh bitki

= * duyarh bitki

— Zaman (giin, hafta) —

Sekil 2.4. Tuz stresi altindaki bitkilerde iki fazli etki modeli (Munns ve Tester, 2008).

Kok bolgesinde konsantrasyonu artan Na, diger minerallerle koklere alinim konusunda
rekabete girer ve bitki temel besin elementlerini (Ca, K, P ve N gibi) dengeli bir
bi¢imde alamayarak besin yetersizligine maruz kalir (Fageria, 2001). Bu etkilerin
hepsi bitki biiylimesi ve gelismesi iizerinde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
seviyede olmak tizere ¢ok yonlii olumsuzluklara yol agmaktadir (Sekil 2.5.) (Levitt,
1980; Gorham ve ark., 1985; Winicov, 1998; Mansour, 2000; Munns, 2002; Tester,
2003).
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TUZ STRESI

Hiicresel Na*ve CI Asin Na* ve Cl-
toksisitesi alinimi

Organel boyutunda
metabolik Besin dengesizligi
bozukluklar

Bitki gelisiminin
yavaglamasi

Bitki verimliliginin
azalmasi

Fizyolojik kurakhk

Dislik ozmotik
potansiyel

Sekil 2.5. Tuz stresinin bitki bilylimesi ve gelismesi iizerine etkileri (Evelin ve ark., 2009).

Tuz stresinin bitki biiyiime ve gelismesi tizerindeki olumsuzluklarinin etki derecesi;
bitki tiirii ve ¢esidine, uygulanan tuzun konsantrasyonu ile ¢esidine, tuza maruz kalma
stiresine ve bitki tiirlerinin tuza dayanimlarina baglh olarak degismektedir (Dajic,
2006). Tuza dayanimi fazla olan bitkilerde yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip
kosullarda bile verimde 6nemli azalmalar goriilmezken, tuza dayanimi fazla olmayan
bitkilerde diisiik tuzluluk kosullarinda bile Onemli azalmalar goriilebilmektedir
(Yurtseven ve ark., 1996). Bitkilerin dayanabilecegi tuz konsantrasyon kapasiteleri
sabit degerlerle belirlenemediginden daha 6nce maruz kaldigi tuz konsantrasyon
degerlerine kiyasla tahminler yiiriitiilmektedir (Tanji, 1990). Tuz tolerans, yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip toprak ¢ozeltisinde bitkinin normal biiylime ve gelisme
slirecini tamamlayabilmesi, yani tuzun olumsuz etkilerine dayanma kapasitesidir.
Topraklarin tuzluluk seviyelerine gore bitkilerin verdikleri tepkiler Tablo 2.4." de
verilmistir (Aydemir, 1992). Bitkiler tuza tolerans kapasitelerine gore halofitler (tuzcul
bitkiler) ve glikofitler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Halofitler (tuzcul bitkiler),
300-400 mM gibi yiliksek tuz konsantrasyonuna sahip topraklarda biiyiime ve
geligsmelerini tamamlayabilen bitki tiirleridir. Glikofitler ise 100-200 mM gibi diisiik
tuz konsantrasyonuna sahip topraklarda bile canliliklarini siirdiiremeyen bitki
tirleridir (Zhu, 2007). Ayers ve Westcot (1989), bitkileri tuz stresine karsi
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gosterdikleri dayaniklilik derecelerine gore yiiksek derecede tolerant (arpa, seker
pancari, pamuk, bugday), orta derecede tolerant (misir, aygigegi, yulaf, celtik) ve

hassas (mercimek, bezelye, fasiilye) olmak tizere siniflandirmiglardir.

Tablo 2.4. Topraklarin tuzluluk derecelerine gore bitkilerin verdikleri tepkiler (Aydemir, 1992).
Tuzluluk derecesi (EC

Tuzluluk smifi Bitkilerin verdikleri tepki
dS/m)
Cok az tuzlu 0-2 Tuzluluk etkisi ihmal edilebilir
ok duyarli bitkilerde bilyiime ve gelisme
Az tuzlu 2-4 ¢ d ) .y s
azalabilir
Tuzlu 4-8 Birgok bitkinin biiylime ve gelismesi durur
Tuza tolerant bitkilerin biiylime ve geligsmeleri
Cok tuzlu 8-16 ]
normaldir
Asir1 tuzlu >16 Tuza yiiksek tolerat birkag bitki {irlin verebilir

Levitt (1972), strese dayanikli olan bitkilerin sakinma (kaginma) ve tolerans
mekanizalarina sahip olduklarim1 belirtmistir. Bitkilerin tuzluluk stresine karsi
gelistirdikleri adaptasyon mekanizmalar1 Sekil 2.6.” da goriilmektedir. Sakinma
mekanizmasi sayesinde bitkiler tuzluluk stresinin olumsuz etkilerine karst uyum
mekanizmalar1 gelistirmistir (Marschner, 1995; Glenn ve ark., 1999; Giines ve
Alpaslan, 2000). Bitkilerde tuzluluk stresinden ilk etkilenen kok ¢evresindeki hiicreler,
artan tuz konsantrasyonuna karsi gegirimsizlik gosterir. Pasif olarak tuzu hiicre igine
almazlar. Bu sayede tuza dayanikl bitkilerde hiicre i¢indeki tuz konsantrasyonu sabit
kalir (Karadavut, 1997). Diger bir mekanizma ise enerji harcanarak yani aktif olarak
gerceklestirilen, Na iyonlariin hiicreden disariya pompalanarak atilmasidir (Yang ve
ark., 1990). Tuza dayanimi yiiksek olan bitkilerde bu mekanizma ya tuz iyonlarinin
kok hiicrelerinden digariya atilimi ya da yagsli yapraklarin vakuollerinde bu iyonlarin
biriktirilerek yaprak absisyonuyla uzaklastirilmasi seklinde gergeklesmektedir
(Karadavut, 1997). Diger dayaniklilik mekanizmasi ise bitkilerin yiiksek tuz stresi
kosullar1 altinda hizli biiylime gdstermeleridir. Bitkiler ortamdaki suyu absorbe eder,
Na ve CI iyonlarinin konsantrasyonunu diislik tutarak birim hacimde alinan tuzu

blinyelerinde seyreltir (Tal, 1983; Karadavut, 1997).
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BITKILERIN TUZLULUGA KARSI TEPKILERI

Tuzu diglayan bitkiler Tuzu igleyen bitkiler
Tuzun olumsuz Adaptasyon Adaptasyon Tuzun olumsuz
etkileri etkileri
Su noksanhg: icsel su - Doku toleransi iyon dengesizligi
. Hilcre noksanhgindan Tuzlarin belirli kisimlarinda Cl, Na toksisitesi
genislemesinin Ka¢inma yogunlasmasi .K, Ca noksanhif1
azalmasi . Organik bilesiklerin . Uyumlu ozmotik bilesiklerin
. Protein sentezinde sen‘lezlenmesi sentezlenmesi
azalma Yiizey alanim kit¢iiltme Na’'un K’un islevini yiiriitmesi
. CO; fiksasyonunda
azalma . Yiiksek iyon

Konsantrasyonundan Ka¢inma
Iyonlarin floeme yilklenmesi

. Dokularin su igeriginin
arttirilmasi
Tuz salgilama

. Yaprak dokme

Sekil 2.6. Bitkilerin tuzluluga adaptasyon mekanizmalari (S6ylemezoglu ve ark., 2010).

Bitkiler tuz stresi kosullarina uyum saglayabilmek i¢in ozmotik stres sonucu olusan su
noksanligini giderici mekanizmalara ihtiya¢ duyar (Marschner, 1995; Glenn ve ark.,
1999; Giines ve Alpaslan, 2000). Su noksanlii sonucu bitkide turgor basinci ve
ozmotik potansiyel azalir. Ozmotik stresin giderilmesi ve bitkinin turgor kaybi
yasamadan biiylime ve gelisimini tamamlayabilmesine “ozmotik uyum”’
denilmektedir (Rains, 1972). Turner ve Jones (1980) bitkilerde ozmotik uyumu,
¢Oziinebilir maddelerin birikimi olarak tanimlamislardir. Stres kosullar1 altinda
bitkilerin hiicre ve organellerinde tuza toleransin arttirilmasini saglayan organik
maddelerin tiretimi (gliserol, sukroz, prolin, betain gibi ) su potansiyelini diisiirerek
suyun bitkiye girisini saglar (Marschner, 1995). Ozmotik uyum; kuraklik, su ve tuz
stresi gibi su noksanligr olusturabilecek kosullara karsi bitkinin stomatal ve
fotosentetik aktiviteleri, biiylime ve gelisimi, iirlin verimlilikleri gibi yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilmelerini saglayan ¢ok dnemli bir mekanizmadir (Pesarrakli,

1999).
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2.4. Tuz Stresinin Bitkiler Uzerindeki Genel Etkileri

2.4.1. Tuz stresinin bitki biiyiime ve gelisimi iizerine etkisi

Tuzluluk, bitkinin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik olmak iizere tiim
metabolizmasini etkileyen c¢evresel bir olaydir (Levitt, 1980). Toprak ¢ozeltisinde tuz
konsantrasyonun artmasi sonucu su potansiyeli, ozmotik potansiyel ve bitki koklerinin
su alma yetenekleri azalir. Bu olaylar hiicre boliinmesini ve uzamasini etkileyerek,
bitkilerde kok ve govdede hiicre sayisinin ve mitotik aktivitenin azalmasina neden olur
(Burssens ve ark., 2000). Tuz stresi kosullarinin devami halinde bitki biiyiimesi
tamamen durabilir (Ashraf, 1994). Tuz stresi kosullarina tolerans gosterebilen
bitkilerde ise kloroz, nekrotik lekelenmeler, verim ve kalitede, biiyiime ve gelismede
azalmalar goriilmektedir (Hasegawa ve ark., 1986). Munns ve Termaat (1986)
tuzluluga en hassas bitki organin yaprak oldugunu bildirmistir. Tuzun toksik etkisi ilk
once yash yapraklarda goriilmeye baslamaktadir (Mer ve ark., 2000). Bu toksik etki
sonucu fotosentetik aktivite ve fotosentez {irlinii olan asimilatlarin biiyiiyen dokulara
iletimi azalmakta, biiylime sinirlanmaktadir. (Munns, 2000). Tuz stresi sonucunda
bitkilerde yaprak alani ve sayisinda azalma, yaprak yilizeyinde bulunan kutikula
tabakasinda incelme goriilmektedir (Wang ve Nil, 2000; Mohammad ve ark., 1998;
Reddy ve Iyengar, 1999). Bitki stres altinda yaprak alanin kiigiilterek transpirasyonla
kaybedilen su miktarin1 en aza indirir. Bu sayede toprak nemi korunur, toprak
cozeltisindeki tuz konsantrasyonunun artis1 engellenir (Sekmen, 2009). Wang ve Nil
(2000) tarafindan Amaranthus tricolor’ da yapilan bir ¢alismada, uygulanan tuz
konsantrasyonunun artigina bagli olarak yaprak genisleme hizinin azaldigini
belirlenmistir. Franco ve ark., (1997) kavunda yaptiklari bir ¢alismada ii¢ farkli tuz
konsantrasyonu altinda (2.5 (kontrol), 5.0, 7.5 dSm™) yetistirdikleri bitkilerde, tuz
konsantrasyonunun artigina bagli olarak yaprak alani ve meyve verimlerinde azalmalar

meydana geldigini bildirmislerdir.

Tuz stresi altindaki bitki koklerinin su alma yeteneklerinin azalmasi sonucu kok
gelisimi ve govde uzamasinda gerilemeler goriilmektedir. Tuz stresine maruz kalmis

bitkilerin boylar1 kontrol grubuna kiyasla kiiciik kalmakta, bodur bir yap1
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sergilemektedir (Yakit ve Tuna, 2006). Misirda (Cramer ve ark., 1988) ve domateste
(Snapp ve Shennan, 1994) yapilan ¢alismalarda da kok biiyiime ve gelismesinin
tuzluluktan olumsuz sekilde etkilendigi bildirilmistir. Zaimoglu ve Dogru (2016) ise
yaptiklar1 ¢galismada bazi misir genotiplerinde tuz stresinin gévde biiylimesini koklere
gore daha belirgin sekilde inhibe ettigini ve gdvde biiylimesinin tuza daha duyarl

oldugunu bildirmislerdir.

Bitkilerin tuz stresine erken fide doneminde ¢ok daha duyarli olduklar1 bilinmektedir.
Dolayisiyla tuz stresinden en ¢ok etkilenen tohum tiretim sathasi ve tohum verimidir
(Khatun ve Flowers, 1995). Farkli tuz konsantrasyonlar1 altinda (1.2, 11.2 ve 24.9
dS/m™) Steppuhn ve ark., (2001) fasulye, bezelye ve bugday genotiplerini kullanarak
tuzlulugun ¢cimlenme ve verim lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Sonug olarak tuz
konsantrasyonun artmasina bagli olarak tiim genotiplerde ¢imlenme oraninin
azaldigini, ilk gelisme doneminde bezelyede bitki dliimlerinin gergeklestigini, toplam

bitki agirliginin azaldigini ve verimde % 40 oraninda azalma oldugunu bildirmislerdir.

Tuz stresi bitkilerde ¢esitli organlarin taze ve kuru agirliklari izerine de etki etmektedir
(Hernandez ve ark., 1995; Dinar ve ark., 1999; Chartzoulakis ve Klapaki, 2000).
Yapilan bir caligmada tuz stresi uygulanan biber genotiplerinde tuzlulugun kuru
madde agirliginda azalmaya neden oldugu, bitki biiylime ve gelismesinin engellendigi
bildirilmistir (Glines ve ark., 1996). Domates bitkisinde yapilan bir ¢aligmada bitkiler
serada kum kiiltiiriinde iki aylik bir siire boyunca 0 (kontrol), 35, 70 mM NaCl ile
hazirlanan tam bir besin soliisyonu ile sulanarak yetistirilmistir. 35 mM’ lik ve daha
yiiksek tuz uygulamalarinin bitki kuru agirligini, bitki boyunu ve bitki yaprak sayisini
azalttig1 gozlenmistir (Romero ve ark., 2001). Marcelis ve Van Hooijdonk (1999)
tarafindan turpta (Raphanus sativus) yapilan ¢alismada tuz uygulamalar1 sonucu
toplam bitki kuru agirliginin azaldig: belirlenmistir. Trajkova ve arkadaslar1 (2006),
Na, CI ve Ca tuzlarint kullanarak hiyar bitkisinin gelisimi iizerine yaptiklar1 bir
calismada, her iki tuz stresi karsisinda bitkilerin taze ve kuru agirliklart ile meyve

verimlerinde azalma meydana geldigini bildirmislerdir.
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2.4.2. Tuz stresinin bitkilerde su iliskileri ve iyon miktari iizerine etkisi

Bitkilerde uygulanan tuz konsantrasyonu arttikca su potansiyeli ve ozmotik
potansiyelin daha negatif degerlere sahip oldugu, turgor basincinin ise arttigi
belirlenmistir (Hernandez ve ark., 1995; Meloni ve ark., 2001; Khan, 2001;
Romeroaranda ve ark., 2001; Ahmad ve ark., 2012). Boylece tuz stresinin bitkilerdeki
ilk olumsuz etkisinin su aliniminda azalma oldugu goriilmektedir. Tuzlulugun bir diger
olumsuz etkisi ise Na* ve CI"konsantrasyonunun artisina bagl olarak K*, Ca*? ve Mg*?
gibi besin elementlerinin alintminin olumsuz etkilenmesidir (Parida ve Das, 2005;
Kusvuran ve ark., 2008). Na* ile diger besin elementleri arasindaki antagonist etki
sonucu iyon dengesi ve kok bolgesinde hiicre zar1 gegirgenligi bozulmakta, bitkide

besin eksikligi goriilmektedir (Fageria, 2001; Villora ve ark., 1997).

Na*iyonu i¢in hiicre zarinda 6zel bir tastyict bulunmamaktadir. Na* iyonunun hiicreye
girisi birkag yolla gerceklesebilmektedir Sekil (2.7.). Ornegin K* basta olmak iizere
diger besin elementleri ile rekabete girmesi sonucu depolarize olan hiicre zarinda
bulunan KOR (Potassium Outward Rectifier) kanallarin agilmasi ile K* kanallarindan,
segici olmayan kanallardan ya da Na'/H" antiportlar1 (tasiyicilari) tarafindan hiicre

igine Na alimimi gergeklesebilmektedir (Munns ve ark., 2003; Debouba ve ark., 2006).
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Sekil 2.7. Bitkilerde Na * iyonunun tasinma mekanizmasi (Amtmann ve Sanders, 1999)
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Tuz stresi altinda artan Na* iyonu konsantrasyonuna bagli olarak kok bolgesinde Ca*?
ve K" aliniminin azaldigini Ghoulam ve ark., (2002) seker pancarinda, Lacerda ve ark.,
(2002) sorgumda ve Essa, (2002) soyada yaptiklar1 caligmalarda bildirmislerdir.
Na'/Ca*? ve Na*/K" oranmin yiiksek olmas1 bitkinin Ca*? ya da K* iyonu alimma
oranla Na* iyonu aliminin yiiksek oldugu anlamma gelmektedir. K*/Na* ya da
Ca*?/Na* oraninin yiiksek olmasi ise bitkinin Na* iyonu yerine K* ya da Ca*? iyonunu
tercih ettigi anlamma gelmektedir. Ca*? ve K* iyonlan bitkilerde tuzlulugun olumsuz
etkilerini azaltic1 6zellikleriyle bitkinin tuza toleransini belirleyici bir etmen olarak
degerlendirilebilmektedir (Busch, 1995; Ehret ve ark., 1990). Wei ve ark., (2003) tuzlu
kosullar altinda tuza tolerant (Golden Promise) ve hassas (Maythorpe) olarak
belirlenen iki arpa ¢esidinde yaptiklari bir ¢alismada tuza toleransli olan genotipin Na*
konsantrasyonunun hassas genotipe oranla daha az oldugunu; Golden Promise
genotipinde K*/Na* ve Ca*?/Na* oranlarinin yiiksek oldugunu, bu durumun tuza

toleransta etkili oldugunu bildirmislerdir.

Kalsiyum (Ca) tuz stresinin zararl etkilerine kars1 bitkiyi koruyan esansiyel bir besin
elementidir (Arshi ve ark., 2006). Tuz stresi altinda disaridan uygulanan Ca*? hiicre
zarinin Na* iyonuna gegirgenligini azaltmaktadir (Kaya ve ark., 2002). Cramer (2002),
yaptig1 bir ¢alismada 71 mM oraninda Na® etkisine maruz biraktigi misir bitkisine
disaridan ilave olarak 12.5 mM oraninda Ca*? vermis, sonug olarak bitkinin strese kars1
toleransinin arttigini ve tuzluluktan daha az etkilendigini belirtmistir. Tuz stresi altinda
Na*/Ca*? oranimn artmasi ile hiicre zarinda Na® iyonlar1 Ca*? iyonlar1 ile yer
degistirerek zar yapisinin bozulmasina yol acar (Yokoi ve ark., 2002). Sitoplazmada
serbest hale gecen Ca*? iyonlar1 sinyal molekiilii durumunda olup stres olaymin
habercisidir (Yokoi ve ark., 2002; Lynch ve ark., 1989). Kalsiyum hiicre zar
yiizeylerinde gesitli protein ve lipitlerle bag yaparak hiicre zarmin biitiinsel yapisinm
korur, hiicre pH’ sim diizenler (Hirschi, 2004). Su kiiltliriinde yetistirilen pamuk
bitkilerine NaCl ilave edildiginde, bitki gelisimi ve kok biiyiimesinin tuzluluktan
olumsuz yonde etkilendigi; ancak ortama kalsiyum ilave edilmesi sonucunda kok

gelisiminin olumlu yonde etkilendigi bildirilmistir (Cramer ve ark., 1988).
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Tuz stresi altinda K*/Na" oraninin yiiksek olmasi bitki hiicreleri tarafindan K*
iyonlarinin alindig1r anlamina gelmektedir. Potasyum, tuz stresi altindaki bitkilerde
artmis olan turgor basincinin korunmasini saglayarak bitkinin ozmotik dengesini
korumaktadir (Blum, 1988; Greenway ve Munns, 1980). K*, protein sentezinde tRNA’
nin ribozomlara baglanmasinda rol oynar (Sekmen, 2009). Karbohidrat
metabolizmasinda gorev yapan piriivat kinaz ve fosfofrukto kinaz enzimlerinin
aktivite gosterebilmeleri yeterli miktarda K™ ya ihtiya¢ vardir (Lauchli ve Pfliiger,
1978). Yesil bitkilerin fotosentez mekanizmasinda metabolik enerji kaynagi olan
ATP’ nin sentezlenmesinde K™ nin 6nemli gérevi vardir (Tester ve Blatt, 1989). K*
bitki hiicrelerinde ozmotik potansiyelin artmasini ve su girisini saglamaktadir (Kacar,
2005). K*, transpirasyon ve stomalarin agilip kapanmasinda da rol oynamaktadir.
Ortamda yeterli miktarda su varliginda stoma hiicrelerinde K* iyonu birikir, hiicreler
su alir, siser ve stomalar agilir (Kacar, 2005). Ortamda yeterli miktarda su bulunmadigi
durumda ise stoma hiicreleri disartya K* pompalar, hiicreler su kaybni 6nlemek
amaciyla stomalarini kapatir. Sonug olarak bitki hiicreleri K* eksikliginde su stresine
girebilmektedir (Kacar, 2005). Genel olarak potasyumun enzimatik aktivite,
fotosentez, turgor potansiyeli, hiicre uzamasi, toprak iistii ve toprak alt1 organlarinin
biiyiimesi, stoma hareketleri ve transpirasyonda 6nemli etkileri vardir (Tisdale ve ark.,
1993; Marschner, 1995). Chow ve ark., (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada tuz
stresi altinda yetistirilen 1spanagin gereksinim duydugu K miktarinin normal kosullara
gore iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Tuz stresi altindaki musir bitkisine
disaridan uygulanan kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve potasyum (K), membran
gecirgenligi ve oransal su igeriginde artisina neden olmakta ve tuzun zararl etkilerini

azaltmaktadir (Yakit ve Tuna, 2006).

Tuzluluk kosullar1 altindaki bitkilerde Na® ve CI iyonlarinin yagh yapraklarda
birikmesi bitkilerin gosterdikleri tolerans olarak kabul edilmektedir (Wolf ve ark.,
1991). Potasyumun bitki dokular: tarafindan alinimi1 hizli ve fazladir (Aydemir ve Ince,
1988). Geng yapraklarda K* miktar1 yash yapraklara oranla daha fazladir ve K*, yash
yapraklardan geng¢ yapraklara floem yoluyla tasinmaktadir (Wolf ve ark., 1991).
Biiyiime ve gelisme hizi diisen bitkilerde K™ alinimi yavaslar, turgor basinci diiser

sonug olarak bitkilerde yana yatma goriiliir (Aydemir ve Ince, 1988). Kacar (2005)
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potasyumun bitkilerde karbohidrat sentezini olumlu yonde etkileyerek ve bitki sapinin
daha giiclii gelismesini saglayarak yana yatmayi1 Onledigini bildirmistir. Yapilan
arastirmalar potasyumun bitkilerde sklerenkima hiicrelerinin miktarinin artmasina ve
pamuk gibi kimi lif bitkilerinin hiicre duvarlarinin kalinlasmasina olumlu etki
yaptigin1 gostermis; sonug¢ olarak bitki sapinin giiclii bir sekilde gelismesinin
sklerankima hiicrelerinin miktarina ve hiicre duvari kalinliklarina bagli oldugu
belirlenmistir (Kacar ve Katkat, 1998). Potasyum, bitkileri hastaliklara ve zararlilara
kars1 korumaktadir (Kacar, 2005). Potasyum eksiliginde karbohidrat metabolizmasi
bozulmakta, yaprak ve saplarin digsa yakin hiicrelerinin yapisinda, seliilloz ve lignin
miktar1 ve kiitikula tabakasinin kalinliginda azalmalar goriilmektedir. Hiicre duvari
kalinligiin azalmasi, govde ve sap kisimlarinin zayif yapiya sahip olmasi bitkilerin
hastalik ve zararlilara karsi dayanikliliginin azalmasina yol agmaktadir (Marschner,
1986). Yapilan bir calismada potasyum uygulamasiyla fungal hastaliklarin % 70,
bakteriyel hastaliklarin % 69, bocek zararlarinin % 63 ve viral hastaliklarin ise % 41
oraninda azaltilabilecegi belirtilmistir (Perrenoud, 1990). Potasyumun celtik bitkisinde
bakteriyel yaprak yaniklig1 ve sap ¢liriikliigli, bugdayda kara pas, pamuk bitkisinde
koseli yaprak lekesi, ¢ay bitkisinde kirmizi pas ve yem bdériilcesinde fide ciiriikligii
hastaliklarina karst diren¢ kazanmalarmi sagladigi ve hastaliklarin daha az
goriilmesine neden oldugu saptanmistir (Tandon ve Sekhon, 1989). Potasyumun bir
diger faydasi ise bitkilerin soguga (don) kars1 dayanikliligini artirmasidir (Kacar,
2005). Don olayindan zarar goren bitkilerde K* iyonu kayiplarinin oldugu
belirtilmistir. Donma zararindan sonra dokularin tekrar diizelebilmesi i¢in kaybedilen

iyonlarin (6zellikle K*) tekrar hiicrelere pompalanmasi gerekir (Iswari ve Palta, 1989).

2.4.2.1. iyon homeostasimin diizenlenmesi ve SOS sinyal iletim yolunun
diizenleyici etkisi

Tuz stresi altindaki bitkilerde canliligin devam edebilmesi ic¢in iyon dengesinin
saglanmas1 gerekmektedir (Borsani ve ark., 2003). Bu da uygun K*/Na" orani
korunarak, sitoplazmadaki Na* konsantrasyonunun toksik seviyeye ulagmasi
Onlenerek ve turgorun devamliligi icin hiicrelere yeterli miktarda su girisi saglanarak

gerceklesmektedir (Reinhold ve Guy, 2002).
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Tuz stresinin ilk etkilenen kok bolgesinde artan Na® iyonunun kokten siirgiine ve
stirgiinden tekrar koke tasgmimi Sekil 2.8.” de gosterilmektedir. Na* iyonunun koke
girisi pasif olarak kolaylastirilmis difiizyon ya da iyon kanali tasiyicilari olan HKT
(yiiksek afiniteli K* kanallar1), LCT (diisiik afiniteli katyon kanallart) ve NSCC (segici
olmayan katyon kanallar) ile ger¢eklesmektedir (Apse ve Blumwald, 2007).
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Sekil 2.8. Na* iyonunun kokten siirgiine ve siirgiinden koke iletimi (Apse ve Blumwald, 2007°den modifiye
edilerek almmustir).

Na* iyonunun toprak c¢ozeltisinden siirgline tasmiminda ilk gegis bolgeleri kok
epidermisi ve korteks bolgesidir. Daha sonra simplastik yol ile merkezi silindire
oradan da ksileme taginmaktadir. Na* iyonlar1 apoplastik yol ile de kaspari seridinin
bulundugu endodermise, endodermisten de CHX (katyon/proton degistirici) benzeri
katyon/H™ tasiyicilari ile merkezi silindire oradan da ksileme tasinir (Botella ve ark.,
2005).

NHX (Na*/H" tastyicilari) tarafindan kok bolgesinden siirgiine taginan Na™” nin bir
kismi hiicrelerin vakuollerinde depolanir. Bu sayede siirgiine tasman Na® iyonu
miktar1 azalir. HKT ve Nax (Na™ ya kars1 segici olmayan uniportlar) Na*’ nin
ksilemden kok bolgesine geri doniisiiniinde rol oynamaktadir. Yapraklardaki Na*” nin
ksilemden parankima hiicrelerine tasmmimi  NSCC kanallar1 aracilign ile

gerceklesmektedir (Apse ve Blumwald, 2007).
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Yapraklarda fazla biriken Na* SOS1 (Na*/H" tasiyicilar1) araciligi ile ksilem ya da
floem yolunu kullanilarak tekrar kok bolgesine gonderilebilecegi gibi NHX (Na*/H*
tasiyicilar1) tarafindan hiicrelerin vakuollerinde biriktirilerek miktar1 azaltilabilir

(Botella ve ark., 2005).

Bitkilerde iyon homeostasisi (Na* ve K* iyon dengesi) ve tuz toleransinin
diizenlenmesi SOS (Salt Overly Sensitive) genlerine dayali sinyal yolu tarafindan
diizenlenmektedir (Shi ve ark., 2002). SOS yolagi, SOS1, SOS2 ve SOS3 olmak iizere
3 bilesenden olusmaktadir (Shi ve ark., 2002). SOS1, plazma membrani Na*/H*
antiporterini (tastyicisini) kodlamaktadir. 700° den fazla aminoaside sahiptir. Gorevi,
Na™ nin algilanmasini, sitoplazmadan hiicre disina ya da kok gevresine taginmasini
saglamaktir (Shi ve ark., 2002). Yiiksek tuzluluk sartlarinda SOS1 ekspresyonu
artarak, iyon dengesi ve tuz toleransi saglanmis olur (Shi ve ark., 2002; Yokoi ve ark.,
2002). SOS2, serin/treonin protein kinazi kodlamaktadir. SOS2’ nin kinaz aktivitesi
sayesinde tuz toleransini belirleyici etkisi bulunmaktadir (Zhu, 2001). SOS3, kalsiyum
baglayici proteini kodlamaktadir (Zhu, 2001).

SOS sinyal yolu intraseliller ve ekstraseliller ortamdaki asiri tuz (Na* iyonu)
birikiminden dolay1 sitoplazmik Ca*? seviyesindeki artis ile baslar (Sairam ve Tyagi,
2004). Ca*? min sitosoldeki artisi tuz toleransi ile ilgili sinyal yollarmin uyarilmasini
baslatir (Tuteja, 2007). Sinyal iletiminin baslica bilesenleri; fosfolipit sinyali (Ca*?,
IP3, DAG, PA gibi), protein kinazlar (CDPK, MAPK gibi) ve fosfotazlardir (Bartels
ve Sunkar, 2005). Bitkilerde stres faktorii, hiicre membranlarinda bulunan reseptdrler
tarafindan algilanir (Sekil 2.9.). Fosfolipaz C (PLC) aktive olur. PLC, fosfotidilinositol
4,5 bifosfatin (PIP2) hidrolize edilmesi sonucu inositol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve diagil
gliserol (DAG) gibi ikincil mesajcilarin tiretilmesini saglar (Mahajan ve Tuteja 2005).
IP3* {in gorevi Ca*?’ nin serbest birakilmasini saglamak, DAG’ 1n gérevi ise protein
kinazlar1 aktive etmektir (Mahajan ve Tuteja, 2005; Zhu, 2002). Protein kinazlar,
ozmotik stres adaptasyonunda rol oynayan onemli sinyal ileticilerdendir. Protein
kinazlardan olan MAPK (mitogen activated protein kinase; mitojenle aktiflesen kinaz)
ozmotik stres sartlarinda ozmolit sentezi ve birikimini saglayarak hiicreyi stres

hasarindan korur, ozmotik dengenin yeniden diizenlenmesini saglar (Bartels ve
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Sunkar, 2005; Gustin ve ark., 1998; Mahajan ve Tuteja, 2005). CDPK (calcium
dependent protein kinases; kalsiyum bagimli protein kinaz) ise, ozmotik stresin sinyal
molekiillerinden biri olan kalsiyum sinyalinin iletilmesini saglayan kinazlardir (Zhu,
2002). Sitosolik Ca*? seviyesindeki artis Ca*? sensorii olarak bilinen kalsiyum
baglayici proteinler (SOS3) tarafindan algilanir. Bu sensorler bazi protein kinazlar ile
etkilesime girerek onlar1 aktive eder. Bunlar da temel stres cevap genleri veya bu
genlerin transkripsiyon faktor kontrolleri ile etkileserek strese fizyolojik cevabin

olugmasini saglar (Mahajan ve Tuteja, 2005).
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Sekil 2.9. Bitkilerde stres sinyalinin algilanmasi ve iletilmesi yolundaki 6nemli bilegenler (Mahajan ve Tuteja,
2005’den degistirilerek alinmistir).

Tuz toleransinda 6nemli rol oynayan iyon tastyicilar agirt Na*” nin hiicrede birikimini
3 farkli mekanizma ile engeller. Bunlar; Na* tagiyicilar ile Na™ nin bitkiye girisinin
ve hiicre igine gegisinin sinirlandirilmasi, Na*™ nin vakuolde biriktirilmesi ve sitozolik
Na"™ nin membran Na*/H" tasiyicilari ile hiicre digina veya apoplasta taginmasidir
(Bartels ve Sunkar, 2005) (Sekil 2.10.). SOS3 ve SOS2 kompleksi, HKT1 (sodyum
girisi tagiyicisi) proteinini inaktive ederek bu geninin ifadesini azaltir. Boylece Na*’

nin hiiceye girisi engellenmektedir (Tuteja, 2007). SOS2’ nin, NHX (Na*/H* antiportu)
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ile etkilesmesi sonucu NHX aktive olur. Asir1 Na*” nin vakuolde birikmesi sayesinde
iyon dengesi saglanir (Tuteja, 2007). SOS3 ve SOS2 kompleksi CAX1’ in (Ca*?¥/H*
antiportu) aktivitesini gerceklestirerek sitozolde tekrar Ca*? dengesinin kurulmasi

saglanir (Tuteja, 2007).
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Sekil 2.10. Tuz tolerans: ile ilgili yollar ve SOS tarafindan iyon (6rn; Na*, K* ve Ca*?) homeostasisinin
diizenlenmesi (PIP2: Fosfotidilinositol bifosfat; IP3: Inositol trifosfat; DAG: Diagilgliserol; CaM:
Kalmodulin) (Tuteja, 2007’ den modifiye edilerek alinmistir).

2.4.3. Tuz stresinin fotosentez iizerine etkisi

Bitki biiylime ve gelisiminin devamlilig1 icin en 6nemli fizyolojik islev fotosentez
olayidir. Biyokiitle iiretimi sonucu meydana gelen biiyiime, net fotosentezin bir
Olciisiidiir. Bu nedenle biiylimeyi etkileyen tiim c¢evresel faktorler fotosentezi de

olumsuz yonde etkilemektedir (Parida ve Das, 2005).

Fotosentez olay1 iki asamada gerceklesmektedir. Bunlardan ilki gelismis bitkilerde

kloroplastlarin tilakoid membranlarinda meydana gelen elektron taginim sathasidir.
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Isik enerjisi, tilakoid membranlar tizerinde bulunan pigment protein kompleksleri, FS
I1, sitokrom bef kompleksi, FS I ve ATPaz kompleksi yardimiyla kimyasal enerjiye
doniistiiriiliir. Ikinci asama kloroplastlarin stromasinda meydana gelen ve heksoz

sekerlerin sentezini saglayan CO; fiksasyon sathasidir.

Bitkilerde, tiim c¢evresel stres faktorleri fotosentetik pigment miktarinda, bu
pigmentlerin 151k enerjisini absorblamasi ile baslayan primer fotokimyasal olaylarda,
tilakoid membranlarin ve iizerindeki birimlerin yapisal organizasyonunda, elektron
tasinim ve CO: fiksasyon reaksiyonlarinin hizlarinda meydana gelen degisimler

araciligiyla algilanir (Biswal ve ark., 2011; Mittal ve ark., 2012).

Tuzlulugun artisi ile fotosentezdeki azalma stoma kapanmasi (Sibole ve ark., 1998),
protein konsantrasyonunda azalma (Sibole ve ark., 1998), fotosentetik pigmentlerin
miktarindaki azalma (Sultana ve ark., 1999) ve iyon konsantrasyonlarindaki
degisimler (Khan ve Ungar, 1997) ile iliskilidir. Tuz stresi sonucu ozmotik basing
artarak bitki hiicrelerinin topraktan su alma yetenekleri azalir. Bitkiler bu durumda
transpirasyon ile su kaybini 6nlemek i¢in stomalarini kapatir. Stomalarin kapanmasi
transpirasyonu engelleyerek stoma iletkenliginin azalmasina neden olur (Munns ve
Tester, 2008). Stoma iletkenliginin azalmasi ile kloroplastlara giren CO miktari
sinirlandirilir ve asimilasyon hizi azalir (Degl’Innocenti ve ark., 2009). Karbon
asimilasyonundaki bu azalmanin sebebi, tuz iyonlarinin yapraklarda birikim
gostermesi sonucu ortaya c¢ikan sodyum ve klor toksisitesidir (Munns ve Termaat,
1986). Ozet olarak tuz stresi altinda net CO; fiksasyonunun azalmasinimn nedenleri; su
noksanligi, stomalarin kapanisi, apoplastta tuzun birikmesi ve mezofil hiicrelerinin
turgorunu kaybetmesi veya tuz iyonlarmin dogrudan toksisitesidir (Karanlik, 2001;
Yasar, 2003). Kurban ve arkadaslar1 (1999), tuz stresi uygulanan bitkilerde stomalarin
iletkenlik derecesi ve yaprak dokularindaki CO: konsantrasyonunun kontrol
bitkilerine gore daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Dut bitkisinde ise tuz stresi
kosullarinda net CO> asimilasyon hizi, stoma iletkenlik derecesi ve transpirasyon

hizinin azaldigi tespit edilmistir (Agastian ve ark., 2000).
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Tuz stresinden en belirgin sekilde etkilenen organel kloroplasttir (Koyro, 2002). Tuz
stresi sonucu kloroplast tilakoidlerinde ve stromada sisme goriilmektedir. NaCl’ nin
bulundugu kosullarda kloroplastlarin olusumunda rol oynadigi1 AOT’ ler oksidatif stres
olusumuna ve olusan OH~" (hidroksil radikali) ile H2O. (hidrojen peroksit),
tilakoidlerin sismesine ve yapilarinin bozulmasina yol agar (Hernandez ve ark., 1995;
Miyake ve ark., 2006). 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 domates bitkisinde kloroplastlarin agregasyona ugramasina, hiicresel
membranlarin yapisal olarak bozulmasina, grana ve tilakoidlerin yok olmasina neden
olmustur (Khavarinejad ve Mostofi, 1998). NaCl, ¢eltik bitkilerinde tilakoidlerin
sismesine, lipit damlaciklar1 ile polisakkarit tanelerinin birikimine ve granalarda
yapisal bozulmalara neden olmaktadir (Rahman ve ark., 2000). Bunlarin nedenleri, tuz
stresinin konsantrasyonunun artmasina bagli olarak kloroplastlarda nisasta pargalayan
enzimlerin zarar gormesi, tuzlulugu tolere edebilmek lizere metabolik enerji ihtiyacim
karsilamak amaciyla enerji kaynagi olarak lipid damlaciklarinin biriktirilmesidir

(Rahman ve ark., 2000).

Yiiksek tuzluluk kosullar1 bitkilerin klorofil yapisini da bozmaktadir (Ashraf ve Harris,
2004). Klorofil icerigindeki azalma tuzun membran kararliligi {izerine olumsuz
etkilerinden, klorofil degredasyonunda artma veya klorofil sentez hizindaki azalmadan
kaynaklanabilmektedir (Ashraf ve Bhatti, 2000; Santos, 2004). Chutipaijit ve ark.,
(2011) tuz stresi altindaki bitkilerde klorofil miktarinda meydana gelen degisimlerin,
hiicresel metabolizma olaylar1 i¢in duyarli bir indikator olarak kullanilabilecegini ileri
stirmiistiir. Cigek ve Cakirlar (2002) misirda, Gadallah (1999) ise bakla bitkisinde tuz
stresi altinda yapraklarin klorofil iceriginde azalmalar oldugunu bildirmislerdir. Biber
bitkisi kullanilarak yapilan diger bir caligmada da tuz stresi altindaki bitkiye disaridan
uygulanan KNO3 (potasyum nitrat) bilesiginin, yaprak ve koklerde potasyum ve
klorofil igerigini artirdifi ve stres faktorlerinin olumsuz etkilerini azalttigini
bildirmislerdir (Kaya ve Higgs, 2003). Ashrafuzzaman ve ark., (2000) tuz stresinin
bitkilerin pigment igerigini azalttigini bildirmislerdir. Yeo ve Flowers (1983) ise tuzlu

sartlarda potasyum uygulamasinin gen¢ bitki yapraklarinda klorofil miktarini
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arttirdigini, bu artisin pigment sentezinin artmasindan veya potasyumun klorofil

icerigindeki azalmay1 yavaglatmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

2.4.4. Tuz stresinin ozmolitler (uyumlu ¢o6ziinenler) iizerine etkisi

Daha once de belirtildigi gibi tuz stresi bitkilerde iyon toksisitesi ve ozmotik strese
neden olmaktadir. Ozmotik stres, bitkinin topraktan yeterli miktarda su almasini
engelleyerek su noksanligina yol agar. Bu durumda bitkinin turgorunda azalma
olmadan biiyliime ve gelismesini siirdiirebilmesine ozmotik uyum (¢oziinebilir madde
birikimi) denir (Rains, 1972). Gabor ve ark., (1986) ile Weimberg (1986) ozmotik
uyumu, bitkilerin tuz ya da su stresine kars1 ozmolitleri (iyonlari, serbest amino asitleri
ve c¢oOziinebilir sekerleri) aktif olarak biriktirmeleri sonucu yeniden ozmotik
potansiyelin saglanmasi olarak ifade etmislerdir. Ozmolitler, diisiik molekiil agirligina
sahip, hiicre metabolizmasina zarar vermeyen, toksik olmayan ve bitki hiicrelerinde
molar konsantrasyonlarda biriken ndtral maddelerdir (Djilianov ve ark., 2005). Bu
maddeler normal sartlar altinda hiicrelerde aktif degilken, ozmotik stres altinda
sitoplazmada birikmektedir (Chen ve Murata, 2002). Ozmolitlerin baslica gorevleri;
bitki hiicrelerini dehidrasyona karsi koruma (Djilianov ve ark., 2005), ozmotik
diizenleme, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif zarar1 azaltma (Hare
ve ark., 1998), zar biitiinliigiinii ve hiicresel pH’ y1 koruma, azot depolama, fotosistem
IT kompleksi ile enzimlerin ve proteinlerin stabilizasyonunu saglamadir (Chen ve ark.,
2007; Vijiyan, 2009). Ozmotik bilesikler; polioller (Orthen ve ark., 1994), ¢6ziinebilir
sekerler (Kerepesi ve Galiba, 2000), amino asitler, amidler, imino asitler, proteinler,

kuaterner amonyum bilesikleri ve poliaminlerdir (Khan ve ark., 2000) (Tablo 2.5.).
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Tablo 2.5. Tuz stresine kars1 hiicre sitoplazmasinda biriktirilen bilesikler ve baglica fonksiyonlar1 (Parida ve Das,

2005).
Grup Spesifik Bilesik Fonksiyonu
Iyonlar Sodyum, klor Ozmotik diizenleme, Potasyum ¢ikisi
. Karotenoidler, o
Pigmentler L Fotoinhibisyona kars1 koruma
antosiyaninler
. . o Karbon kaynagi, ozmotik diizenleme, ozmoprotektan,
Polioller Mannitol, Pinitol ) i o o
FSII” nin fotokimyasal etkinligi, radikal temizleyici
Amino ) )
) Prolin Ozmotik diizenleme, Ozmoprotektan
asitler
Kuaterner o ) Ozmoprotektan
. Glisinbetain ] )
aminler Tilakoid ve plazma membran biitiinliigiiniin korunmasi
Poliaminler Spermin, spermidin Iyon dengesi, kromatinin korunmasi
Glukoz, fruktoz, sukroz Ozmotik diizenleme
Sekerler
Fruktanlar Ozmoprotektan, karbon kaynagi
Ozmotin Patojenez iligkili proteinler
Proteinler Siiperoksit dismutaz, Ozmoprotektan
katalaz Radikal detoksifikasyonu

2.4.4.1. Tuz stresinin ¢oziinebilir karbohidratlar iizerine etkisi

Karbohidratlar, diinyada en bol bulunan biyomolekiillerdir. Her yil, fotosentez ile

birlikte 100 milyar tondan fazla CO2 ve H:0, seliilloz ve diger bitki iiriinlerine

dontistiirtiliir (Nelson ve Cox, 2004). Seker ve nisasta gibi belirli karbohidratlar temel

besin maddeleridir. Karbohidrat polimerleri, bakteri ve bitkilerin hiicre duvarlarinda,

hayvanlarin bag dokularinda yapisal ve koruyucu elemanlar olarak, iskelet eklemlerini

kayganlastirmada, hiicreler aras1 yapigsmada gorev alir. Daha kompleks karbohidrat

polimerleri, kovalent olarak proteinlere ya da lipitlere baglanir. Glikokonjugatlar

olarak adlandirilan bu kompleks karbohidrat polimerleri sinyal iletiminde rol oynar
(Nelson ve Cox, 2004).
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Tuz stresine maruz kalan bitkilerde ¢oziinebilir karbohidratlarin birikimi (glukoz,
fruktoz, sukroz, trehaloz ve fruktanlar gibi sekerler ve nisasta) artmakta ve CO:
asimilasyon oran1 azalmaktadir (Murakeozy ve ark., 2003). Yapilan aragtirmalar, diger
organik bilesiklerle karsilastirildiginda, sekerlerin tuz stresi altindaki glikofitlerde
ozmotik potansiyelin diizenlenmesi konusunda yaklasik % 50’ lik bir paya sahip
oldugunu gostermistir (Cram, 1976). Coziinebilir karbohidratlarin stres altindaki
bitkilerde birikimi ozmotik koruma, ozmotik diizenleme, karbon kaynagi ve radikal
temizleyicisi olma gibi faydalar saglamaktadir (Parida ve ark., 2002; Jang ve ark.,
2003). Yapilan arastirmalar sonucu tuz stresi altindaki piring, soya, pamuk ve
bugdayda sukroz ve nisastanin (Rathert, 1984; Dubey ve Singh, 1999; Kafi ve ark.,
2003), Pennisetum clandestinum bitkisinde glukoz ve fruktozun (Muscolo ve ark.,
2003) ve zeytinde glukozun (Tattini ve ark., 1996) ozmolit olarak biriktigi ortaya

konulmustur.

Trehaloz, ¢ogu bakteri ve fungus ile kurakliga dayanikli bazi yiiksek bitkilerde
bulunan pargalanmayan bir disakkarittir (Garg ve ark., 2002). Trehalozlar bazi stres
kosullarinda bitki hiicrelerinde birikerek ozmotik koruyucu olarak gérev yapmakta,
bitkiyi stres kosullarindan korumakta (Patrick ve ark., 2012; Hounsa ve ark., 1998),
stres kosullar1 altinda su kaybeden bitki hiicrelerinde membran ve proteinlerin
korunmasini saglamakta (Garcia ve ark., 1997; Goddijn ve Van Dun, 1999), denatiire
olmus proteinlerin agregasyonunu azaltmakta (Singer ve Lindquist, 1998) ve apoptotik

hiicre 6ltimlerini baskilamaktadir (Yamada ve ark., 2003).

2.4.4.2. Tuz stresinin ¢oziinebilir proteinler iizerine etkisi

Tuz stresi bitkilerde poliribozomlarin kaybolmasina, protein sentezi ve seviyesinin
azalmasina, sonug olarak bitkinin biiylime ve gelismesinde, gen ifadesinde olumsuz
etkilere yol agmaktadir (Artlip ve Funkhouser, 1995; Kong ve ark., 2005). Bitkilerde
tuz stresi ile indiiklenen bir¢ok protein tanimlanmis ve iki farkli grup altinda
toplanmistir (Mansour, 2000; Pareek ve ark., 1997). Bunlardan birincisi sadece tuz
stresi kosullar1 altinda sentezlenen “tuz stresi proteinleri”, digeri de tuz stresi diginda

yiksek ve dusiik sicaklik, kuraklik, sel, mineral madde eksikligi ve fazlalig1
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durumunda sentezlenen “stresle ilgili proteinler” dir. Cozilinebilir proteinlerin stres
altindaki bitkilerde birikimi azot kaynagi olma ve ozmotik diizenleme saglamasi
acisindan 6nemlidir (Singh ve ark., 1987). Tuz stresi kosullar1 altinda yapilan bir
caligmada tiitlin bitkisinde belirlenen 26 kDa’ lik ozmotin ad1 verilen proteinin stres
kosullarina cevap olarak sentezlendigi ve ozmotik diizenlemeyi sagladig: bildirilmistir
(Singh ve ark., 1987). Yildiz ve Terzi (2008), tuz stresi kosullar1 altinda bitkide biriken
proteinlerin stres kosullarina karsi savunma mekanizmasi olusturabilecegini, bu
proteinlerin miktarinin azalmasi veya tamamen ortadan kaybolmalari durumunda
bitkinin stresin iistesinden gelemeyerek duyarliliginin artmasina neden olabilecegini

ileri siirmislerdir.

Stresle ilgili ve stres toleransi saglayan proteinler ise LEA (Late embryogenesis
abundant), 1s1 soku proteinleri (hsp) ve molekiiler saperonlardir (Wang ve ark., 2003;
Wang ve ark., 2004). Bu proteinler vejetatif dokularda normal sartlar altinda ifade
olmazken, stres kosullar1 altinda indiiklenerek, yapisal proteinlerin diizgiin bir sekilde
katlanmasini ve korunmasini, hiicresel fonksiyonlarin diizgiin bir sekilde gelismesini
saglamaktadir (Vinocur ve Altman, 2005). Ilk olarak tohum embriyolarinda
tanimlanmis LEA proteinlerinin de bitkilerde stres savunmasinda koruyucu etkilere
sahip oldugu diisliniilmektedir (Holmberg ve Biilow, 1998). LEA proteinleri
hidrofilinler olarak adlandirilan hidrofilik protein grubunun iiyesidir (Battaglia ve ark.,
2008). LEA proteinleri suyu baglama kapasiteleri sayesinde su noksanliginin olumsuz
etkilerini azaltmada, (Sairam ve Tyagi, 2004), sitosolik iyon konsantrasyonunun
diizenlenmesinde, zar yapisinin korunmasinda, yapisal olarak bozulan proteinlerin
katlanmalarinin engellenmesinde ve hiicresel biitiinliiglin saglanmasinda etkin gorev
almaktadir (Tunnacliffe ve Wise, 2007). Is1 soku proteinleri (hsp) ve bu proteinlerin
bir grubu olan molekiiler saperonlar, proteinlerin katlanarak ii¢c boyutlu hale
gelmelerini (Henle ve ark., 1999), stres sonucu olusan denatiirasyonlarin ve
agregasyonlarin artisiyla zararli hale gelen polipeptidlerin ortadan kaldirilmasin

saglayarak, hiicresel dengenin korunmasina yardimei olur (Wang ve ark., 2004).
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2.4.4.3. Tuz stresinin amino asitler ve amidler uizerine etKisi

Tuz stresi kosullarina maruz kalan bitkilerde aminoasitler (alanin, arjinin, glisin,
serin), bir iminoasit olan prolin ve amidler (glutamin ve asparajin) birikmektedir
(Mansour, 2000). 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 gére daha fazla bulunmustur.

Stres altindaki bitkilerde biriken en yaygin ozmolitlerden biri prolindir. Prolin birikimi
sadece bitkilerde degil ayni zamanda O&bakterilerde, protozoalarda, denizel
omurgasizlar ve alglerde de gozlenmistir (Yordanov ve ark., 2000). Stres kosullar
altinda bitkilerde biriken prolinin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine kars1 ozmotik
dengeyi saglama (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve Demiral, 2009), membranlarin,
proteinlerin ve enzimlerin kararlilifini saglama, serbest radikallerin temizlenerek
hiicresel redoks potansiyelinin korunmasini saglama (Vijiyan, 2009), sitoplazmadaki
asitligi azaltma, metabolizmadaki uygun NADP*/NADPH oranini koruma (Hare ve
Cress, 1997) ve DNA hasarlarinin engellenmesinde gorev aldigi diisiiniilmektedir

(Lima-Costa ve ark., 2008) (Sekil 2.11.).

Redoks 5 Prolin bakimindan
NADPH/NADP+ |€—— dengesi PROLIN Translasyon —> At

NN

Ozmoprotektan Sinyaliletimi

Metabolizma AOT

Fotosentez, enzimler Rehidrasyon, PDH, Gelisme
(GST, KAT, APOD) PSKDH (embriyo ve kok
blytmesi, ciceklenme)

Lipid hasari,
programlanmig hiicre dlimleri

Mitokondriyal fonksiyonlar
(AOT, programlanmis hiicre dlimleri)

Sekil 2.11. Bitkilerde prolinin ¢ok yonlii fonksiyonu (Szabados ve Savoure’, 2009).
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Yapilan ¢aligmalar, prolin birikiminin tlire 6zgii bir karakter tagidigini (Cavailari ve
Huang, 1976) ve stres kosullar1 altinda bitkilerde degisik miktarlarda biriktigini
(Hanson ve ark., 1977; Singh ve Rai, 1981; Aloni ve Rosenstrein, 1984; Bal ve ark.,
1984) gostermistir. Ornegin, tuz stresi altindaki birgok monokotil bitki tiiriinde prolin
birikimi yaygin olarak goriildiigii halde (Storey ve ark., 1977; Wyn Jones ve Storey,
1978) tuz stresi altindaki arpa bitkisinde prolin birikiminin gerceklesmedigi
gozlenmistir (Yamaya ve Matsumoto, 1989). Bokhari ve Trent, (1985) su stresi
altindaki ¢im bitkisinde, Ozdemir ve ark., (2004) ise tuz stresi altindaki piring
bitkisinde prolin miktarlarinda 6nemli derecede artis goriildiiglinii bildirmislerdir. Tuz
stresine maruz birakilmig seker pancarinda, tiitiinde, bugdayda, misirda, susamda ve
domateste de prolin igeriginin arttig1 tespit edilmistir (Ghoulam ve ark., 2002; Niknam
ve ark., 2004; Parida ve Das, 2005; Yakit ve Tuna, 2006; Koca ve ark., 2007;
Mohamed ve ark., 2007). Turan ve ark., (2009) musir bitkisinde yaptiklar1 bir
calismada 100 mM NaCl uygulayarak bitkileri tuz stresine maruz birakmislardir. Tuz
uygulanan bitkilerde, kontrol bitkilerine oranla biyomas, fotosentez hizi, potasyum
miktar1 ve K*/Na* orami ile klorofil miktarinda azalmalar g6zlemlenirken, prolin
konsantrasyonunda ise artis oldugu gézlemlenmistir. Kaya ve ark., (2007) “Tempo F1”
kavun ¢esidinde 150 mM NaCl uygulamas: ile disardan potasyum nitrat ve prolin
uygulamasinin meyve verimi, bitki gelisim ve iyon alimi iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Tuz uygulamasi bitki gelisimi, yaprak oransal su igerigi gibi
parametrelerde azalmalara neden olurken, 6zellikle prolin uygulamasinin Na* alimini
azalttig1, ozmotik diizenlemeyi sagladigi, K*, N* ve Ca*2 alimin artirdig1 bildirilmistir.
Prolin, stres kosullarinin ortadan kalkmasiyla hizlica degredasyona ugrar, oksitlenir ve
olusan ATP ile mitokondrial oksidatif fosforilasyonu destekleyen indirgenmis iiriinler

stresin indiikledigi hasarlar1 azaltir (Hare ve Cress, 1997).

2.4.4.4. Tuz stresinin kuaterner amonyum bilesikleri iizerine etkisi

Kuaterner amonyum bilesikleri azot atomlar1 tarafindan metillenmis olup baslica
cesitleri; glisinbetain, -alaninbetain, prolinbetain, kolin-o-siilfat, hidroksiprolinbetain
ve pipekolatbetaindir (Mansour, 2000; Wyn Jones ve Storey, 1981; Rhodes ve Hanson,

1993). Bu kuaterner amonyum bilesikleri arasinda tuz stresine maruz kalan bitkilerde
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en yaygin olarak birikeni ise glisinbetaindir (GB) (Sakamoto ve Murata, 2002).
Glisinbetain, bitkilerde sitoplazmada yer alan ozmolitlerden biri olup stres kosullar
altinda su dengesini koruyarak ve makromolekiillerin stabilizasyonunu saglayarak
bitkiyi stres zararlarindan belli oranda korumaktadir (Flowers ve ark., 1997; Rontein
ve ark., 2002). Glisinbetainin 1spanak, arpa, domates, patates, piring, havug ve sorgum
gibi bircok tarimsal bitki tiiriinde strese cevap olarak birikim gosterdigi belirlenmistir
(Mohanty ve ark., 2002; Yang, 2003).

Glisinbetain, biiyiik 6l¢iide kloroplastlarda bulunmakta, tilokoid membranlarin, enzim
ve protein komplekslerinin (FS II) korunmasini saglayarak fotosentetik aktivitenin ve
membran biitiinliiglinlin stirekliligini saglamaktadir (Sakamoto ve Murata, 2002;
Yokoi ve ark., 2002). Glisinbetain, prolinden farkli olarak stres kosullar1 ortadan
kalktiginda hizlica degredasyona ugramaz (Hare ve ark., 1998). Domateste tuz stresi
altinda embriyo gelisiminin arastirildigi bir ¢alismada, tuz uygulanan ortamlarda
embriyo gelisimi engellenirken, tuzun yaninda besin ortamlarina prolin ve glisinbetain
ilavesinin embriyolarin gelisimi tizerine olumlu etki yaptig1 bildirilmistir (Tipirdamaz
ve Karakullukcu, 1993). Arastiricilar prolin ve glisinbetain gibi ozmolitlerin sentezinin
artmast (Khedr ve ark., 2003) ve lipit membranlarinin oksidasyonunun azalmasi
(Demiral ve Tiirkan, 2004) sonucu tuza toleransin gelistigini belirtmislerdir. Gadallah
(1999), bakla bitkisi ile yaptig1 ¢aligmada, tuzluluk kaynagi olarak NaCl ve CaCl:
kullanmais, bitkilere tuzluluk esnasinda disaridan sprey seklinde prolin (8,7 uM) ve
glisinbetain (8,7 uM) uygulamistir. Sonug olarak, prolin ve glisinbetain uygulanan
bitkilerde, tuzluluktan kaynaklanan membran deformasyonunun daha az oldugu, K*
aliminin artt1g1, bunun yaninda klorofil i¢eriginde de artis oldugu gozlemlenmistir. 50
ve 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir bitkisinin kdk bolgesine 10
mM konsantrasyonunda glisinbetain uygulanmis ve biiylime, yaprak nispi su igerigi,
fotosentetik gaz degisimi ve FS II fotokimyasi iizerine etkileri incelenmis sonug
olarak; tuz stresinin biiylime, nispi yaprak su igerigi, net fotosentez hizi, stoma
iletkenligi, evaporasyon orani ve su kullanim etkinligini azalttigin1 ancak glisinbetain
uygulamasinin bu parametrelerde iyilestirici etki yaptigi gézlenmistir (Yang ve Lu,

2005).
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2.4.4.5. Tuz stresinin polioller iizerine etkisi

Polioller stres altindaki bitkilerde ozmotik diizenleyici olarak tuz toleransinda gorev
alan polihidrik alkollerdir. Bitkilerde olduk¢a genis bir yayilim gdosteren 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. Polioller de diger ozmolitler gibi stres kosullar
altinda sitoplazmada birikerek ozmotik koruma, hidroksil radikallerini detoksifiye
ederek, membranlarin ve enzimlerin oksidadif hasardan korunmasini saglamaktadir

(Smirnoff ve Cumbes, 1989; Shen ve ark., 1997; Ashraf ve Haris, 2004).

Mannitol, primer fotosentetik iiriin olarak sentezlenmekte ve bazi bitki tiirleri
tarafindan metabolize edilmektedir (Conde ve ark., 2007). Mannitol reaktif oksijen
tirlerini yok etmekte (Elstner, 1987; Halliwell ve Gutteridge, 1985) ve boylece
kuraklik stresindeki bitkilerde proteinleri oksidatif zarardan korumaktadir (Moran ve
ark., 1994). Mannitoliin bitkilerde yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere etme
yetenegini artirdid1 gdsterilmistir. Ornegin normal kosullarda mannitol sentezlemeyen
ve biriktirmeyen tiitlin bitkisine bakteriyel mannitol-1-fosfat dehidrogenaz (mtID) geni
verilmis ve olusturulan transgenik tiitiin yaprak ve koklerinde mannitol birikimi
yaparak tuza tolerans kazanmustir (Tarczynski ve ark., 1992). Tuz stresi altindaki
yonca bitkisinde yapilan bir calismada pinitol ve ononitoliin 6nemli diizeyde biriktigi,
pinitoliin de tuz stresine kars1 toleransta katki saglayabilecegi bildirilmistir (Fougere

ve ark., 1991).

2.4.4.6. Tuz stresinin poliaminler iizerine etkisi

Poliaminler iki ya da daha fazla amino grubu iceren polivalent bilesiklerdir (Ashraf ve
Haris, 2004). Geligmis bitkilerde en yaygin olarak bulunan poliaminler putressin,
spermidin, spermin ve kadaverindir (Mansour, 2000). Bu bilesikler biyolojik rolleri
esas almarak iki grup altinda incelenir (Kuznetsov ve ark., 2002). Birinci grupta
etkileri oksin ve giberellinlere benzerlik gosteren (hiicre uzamasi ve koklenme)

putressin ve kadaverin bulunur (Walden ve ark., 1997). ikinci grupta ise sitokininler
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gibi hiicre bdliinmesi, organogenesis ve senesens iizerinde etkili olan spermidin ve
spermin bulunur (Galston ve ark., 1997; Hopkins, 1999). Poliaminler, protoplastlarin
stabilizasyonunu, embriyogenesis boyunca hiicre boliinmesinin aktivasyonunu, birgok
bitki tiirlinde senesensin geciktirilmesini (Genard ve ark., 1991), membran
kararliliginin siirdiiriilmesini (Di Tomaso ve ark., 1989), ozmotik stres, mineral besin
eksikligi, yiiksek ve diisiik sicaklik stresi ve tuz stresi gibi ¢cevresel streslerde koruyucu
mekanizma saglamaktadir (Bouchereau ve ark., 1999; Kakkar ve ark., 2000; Sairam
ve Tyagi, 2004). Poliaminler hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, hiicre farklilagsmasi
gibi bir¢ok diizenleyici olayda ve sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak gorev

yapmaktadir (Galston ve Sawhney, 1990).

Poliaminlerin tuz stresi iizerindeki etkileri ile ilgili calismalara 6rnek olarak, tuza
tolerant Pokali ¢eltigi ile tuza hassas celtik karsilastirildiginda tolerant Pokali
celtiginin hassas olana gore oldukga yiiksek miktarda poliamin biriktirdigi
goriilmiistiir (Chattopadhayay ve ark., 2002). Baz1 aragtirmalarda da poliaminlerin
tuza toleranshi ve duyarli olan bitki tiirlerindeki birikim oranlar1 karsilastirilmistir.
Bagka bir arastirmada tuz stresine duyarli olan piring (Katiyer ve Dubey, 1990) ve
domates (Aziz ve ark., 1998) bitkilerinde poliamin birikiminin daha belirgin oldugu
ortaya cikarilmistir. Daha farkli stres tiplerinin de bitkilerde poliamin miktarinda
degisimlere neden olmasi, poliamin birikiminin sadece tuz stresine spesifik olmadigin

gostermektedir (Mansour, 2000; Kakkar ve Rai, 1997).

2.5. Bitkilerde Oksidatif Stres

Diger aerobik organizmalar gibi bitkiler de etkili bir sekilde enerji iiretebilmek igin
oksijene ihtiyac duyar. Oksijen, fotosentez olay1 sonucu suyun yapisindan serbest hale
gecmektedir. Ancak oksijenin varligi hiicresel yapilarin ve reaksiyonlarin siirekli
oksidatif bir tehdit altinda olmasina da yol agmaktadir (Alscher ve ark., 1997). Bunun
nedeni oksijenin serbest radikal olarak, temel durumda iken (O2) tasidigi eslenmemis
iki elektronu ile baska molekiillerle kolayca elektron aligverisine girerek indirgenmesi
ve aktif oksijen tiirlerini (AOT) olusturmasidir. Bitki hiicrelerinde oksijenin suya tam

olarak indirgenmesi gerekli enerjinin agiga ¢ikmasini saglarken, oksijenin tam olarak
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indirgenememesi ise oldukga reaktif olan ve DNA, proteinler ve lipidler gibi birgok
makromolekiile zarar veren AOT’ lerin olusumuna neden olmaktadir (Dat ve ark.,
2000). Normal sartlar altinda AOT’ ler, bitki hiicrelerinde metabolizma sonucu az
miktarda da olsa yan iirlin olarak {iretilir ve c¢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 saldirilar1 gibi biyotik ve abiyotik stres faktorleri
AOT’ lerin olusum ve detoksifikasyon hiz1 arasindaki dengeyi bozabilir (Gill ve
Tuteja, 2010). Bunun sonucunda antioksidant enzimlerin aktiviteleri azalir ve AOT’
lerin sentez miktarinda artisa yol acarak hiicresel yapilarda bozulmalara neden olur

(Breusegem ve ark., 2001).

Gelismis bitkilerde fotosentez olayi, kloroplastlarin tilakoid membranlarinda
gerceklesmektedir. Bitkiler tuz, kuraklik gibi stres kosullar1 altinda su kaybini en aza
indirmek amaciyla stomalarini kapatir. Stomalarin kapanmasi sonucu CO2 fiksasyonu
azalmaktadir. Stres kosullari altinda mitokondri ve kloroplastlardaki solunumsal ve
fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlari ile tasinan elektronlar hedef molekiil yerine
molekiiler O2” e aktarilmakta, sonug olarak stiperoksit radikali (O27), hidrojen peroksit
(H20y), singlet oksijen (*O2), perhidroksi radikali (HO2") ve hidroksil radikali (OH")
gibi toksik etkiye sahip AOT’ ler olusmaktadir (Asada, 1994; Foyer ve ark., 1994,
Makela ve ark., 1999). Bu AOT’ lerin kimyasal olusum mekanizmasi Sekil 2.12.” de
verilmistir. Molekiiler oksijen (O2), stres kosullarinin olmadig1 biyolojik ortamlarda
suyun (H20) olusumuna kadar indirgenir. Stres kosullarinin varliginda ise bulundugu
ortamdan bir elektron alarak siiperoksit radikaline (O27) indirgenir. Siiperoksit
radikali, dis yorlingesinde fazladan, paylasilmamis bir elektron bulundurur. Bu yilizden
karasiz bir molekiil olarak kabul edilir. Hiicre icerisinde hareket yetenegi yoktur,
bulundugu yerde hasar olusturur. Kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan H202’ ye indirgenir (Blokhina ve Fagerstedt, 2010). Parvaiz ve ark., (2010)
stiperoksit radikalinin hem H.O> kaynagi hem de gecis metallerini indirgedigi i¢in
onemli bir bilesik oldugunu bildirmistir. H2O2, dis yoriingesinde fazladan bir elektron
bulundurmadigindan, kararli bir molekiildiir. Difiizyon mekanizmas1 ile

membranlardan gegerek hiicresel yapilarda biiyiilk oranda zararlara neden olur
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(Blokhina ve Fagerstedt, 2010). H202, hiicrede yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugunda oksitleyici etki gostererek programlanmis hiicre Olimiine sebep
olabilirken, diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda ise sinyal molekiilii olarak gérev
alabilir (Grant ve Loake, 2000; Caverzan ve ark., 2016). H>O> oksitleyici 6zelligi ile,
demir ve bakir gibi aktif metal iyonlarinin varliginda siiperoksit radikali ile birlikte
Fenton veya Haber-Weiss rekasiyonlar1 sonucu hiicreler i¢in en reaktif form olan
hidroksil radikalinin olusumuna yol agar (Halliwell, 1984). Bu 6zelliginden dolay1
hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatarak biyolojik sistemlerde zarara

neden olacagindan H,0>’ nin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir (Halliwell, 1984).

10, . 0, —_— 0.*
Singlet oksijen Dioksijen siiperoksid radikali Peroksid iyonu

HO,~ H,0,
Perhidroksil radikali Hidrojen peroksid

rd OH-
Fe®? Hidroksil radikali

Sekil 2.12. Enerji transferi mekanizmast ile farkli AOT’ lerin olusumu (Gill ve Tuteja, 2010).

2.5.1. Bitki hiicrelerinde AOT’ lerin olustugu bélgeler

2.5.1.1. Kloroplastlar

Stres kosullart altinda fotosentezin CO- fiksasyon reaksiyonlari yavaslar. Bu durum
NADPH molekiiliinlin harcanma hizin1 ve fotosentetik elektron taginim
reaksiyonlarinda, elektronlarin son alicis1 olan NADP* molekiiliiniin rejenerasyon
hizint kisitlar. Ancak fotosentetik elektron taginim reaksiyonlari yiiksek bir hizla
gerceklesmeye devam eder. Bu durumda sistemde tasinan elektronlar, ortamda
yeterince NADP* molekiilii bulunmadigi igin ferrodoksin (Fd) araciligiyla O2 gibi
alternatif alicilara verilir ve boylece Oz radikalinin olusumu baglamis olur (Tausz ve

ark., 2004). Bu reaksiyona “Mehler reaksiyonu” ad1 verilir (Wise ve Naylor, 1987).
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2.5.1.2. Mitokondriler

Hiicreler i¢in enerji santrali olarak tanimlanan mitokondri organeli, stres kosullarinda
aktif oksijen tiirlerinin olustugu yerlerden biridir (Rasmusson ve ark., 2004).
Mitokondriyal elektron tasinim sistemindeki bilesenlerden olan kompleks I ve
kompleks 11l Oz radikali olusumunun gézlendigi yerlerdir. O~ radikali daha sonra
kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan H2O2’ ye indirgenir
(Blokhina ve Fagerstedt, 2010). H2O>, indirgenmis demir veya bakir iyonlari ile
reaksiyona girerek (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari) hiicreler i¢in toksik etkiye
sahip OH radikalini olusturur (Rhoads ve ark., 2006).

OH~ radikali, diger AOT’ lere gore daha reaktif olup (Jamei ve ark., 2009) DNA,
karbohidratlar, lipidler ve proteinlerle etkilesime girerek oksidatif hasara yol agar
(Blokhina ve Fagerstedt, 2010). Amino asitlerin, serbest oksijen radikallerine
duyarlilik dereceleri farkli olmakla birlikte; sistein, sistin, metiyonin, histidin, triptofan
ve tirozin amino asitleri AOT’ lere kars1 daha hassastir. AOT’ ler proteinlerde cesitli
yapisal bozukluklara neden olmaktadir (Aricioglu, 1994; Kaneko, 1980). AOT’ leri
DNA iizerinde kromozomal degisikliklere ve mutasyonlara yol agmaktadir (Aricioglu,

1994; Comporti, 1993; Kaneko, 1980).

AOT’ lerin en 6nemli etkisi, lipitler iizerine olan ve hiicre membranlarinda 6nemli
hasara yol agan lipit peroksidasyonu olayidir (Koyro, 2006) (Sekil 2.13.). Lipit
peroksidasyonu, AOT’ lerin varliginda membranlarda bulunan doymamis yag asidi
(RH) zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baslar (Kour ve Perkins,
1991). Lipit radikali, oksijen ile reaksiyona girer ve lipitperoksil radikalini (ROO")
olusturur. Lipitperoksil radikali (ROO") diger lipitlerle zincir reaksiyonu baslatir ve
lipit hidroperoksitler (ROOH) olusur (Kour ve Perkins, 1991). Lipit peroksidasyonun
en dnemli {irtinii malondialdehittir (MDA) (Akkus, 1995).
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Sekil 2.13. AOT’ lerine bagli olusan lipit peroksidasyonu ve iirtinleri (Kanner ve ark., 1987; Estrerbauer ve ark.,
1991 den degistirilerek alinmigtir.)

Bitkilerde stres kosullarinin olumsuz etkilerinin goriildiigii ilk yer olan hiicre
membranlarindaki lipit peroksidasyon olayr sonucu olusan MDA (malondialdehit)
stres parametresi olarak degerlendirilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda stresle birlikte
Lycopersicon esculentum’ da (Krupa ve Baszynski, 1989; Quariti ve ark., 1997, Malik
ve ark., 1992), Triticum aestivum’ da (Vassilev, 2004), Hordeum vulgare’ de (Gaur
ve Grupa, 1994), Brassica nigra’ da (hardal) (Nouairi ve ark., 2006; Halliwell ve
Gutteridge, 1985) ve daha birgok bitkide MDA diizeyinin dolaysiyla lipit
peroksidasyonunun arttig1 gosterilmistir. Olusan MDA, hiicre membranlarindaki iyon
aligverisine etki ederek iyon gecirgenliginin (Ca*?, Na") artigina, enzimatik
degisimlere, membran biitiinliigiiniin yok olmasina yol agar (Montillet ve ark., 2005).
Hiicre igerisinde Ca*2 iyonlarmin artig1, protein ve lipitleri parcalayabilen proteaz ve
fosfolipaz enzimlerini aktive eder (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Sonug olarak lipit
peroksidasyonu, membran yapisina direkt veya olusturdugu reaktif aldehitlerle diger
hiicre bilesenlerine indirekt olarak zarar veren geri doniisiimsiiz bir olaydir (Onat ve

ark., 2002) (Sekil 2.14.).
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Sekil 2.14. Serbest radikallerin hiicresel diizeyde etkileri (Onat ve ark., 2002).

2.5.1.3. Peroksizomlar

Peroksizomlar fotorespirasyon (1s1k solunumu), glikolat metabolizmasi ve AOT’ lerin
olusum ihtimalinin yiiksek oldugu organellerdir (Hu, 2007). Mitokondri ve
kloroplastlar gibi peroksizomlarda da normal metabolizma sirasinda siiperoksit
radikali (O27) meydana gelir. Peroksizomlarin iki farkli bolgesinde Oz~ radikali
olusturulur (delRio ve ark., 2002). Bunlardan birincisi peroksizom matriksidir. Burada
ksantin oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon sonucunda, ksantin ve hipoksantin
iirik aside doniistiiriilir (Corpas ve ark., 2001). lkincisi ise peroksizom
membranlarindaki NAD(P)H molekiiliine bagimli basit bir elektron taginim sistemidir
(delRio ve ark., 2002). Bunun disinda CO; solunumu esnasinda peroksizomlarda
NADP* olusturulmasinda, lipit katabolizmasminimn son iriinii olan yag asitlerinin f3-

oksidasyonu sonucunda da H>O> meydana gelmektedir (delRio ve ark., 2002).

2.5.1.4. Endoplazmik retikulum ve plazma membranlar

Endoplazmik retikulumda bulunan mevalonik asit yolundaki hidroksilasyon
reaksiyonlarim1 katalizleyen sitokrom P450 serbest radikallerin olusmasina neden
olmaktadir (Liu ve ark., 1999). Bu sistem doymamis yag asitlerini ve ksenobiyotikleri
okside edebilmekte, flavoprotein igeren sitokrom rediiktazlar otooksidasyonla H.O, ve

Oz~ radikalini olusturmaktadir (Kavas, 1989).
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Plazma membranlar1 fosfolipit, glikolipit, gliserit ve doymamis yag asitlerini
icermektedir. Serbest radikaller, hiicrenin diger organelleri ile reaksiyona girebilmek
icin plazma membranlarini gegerek lipit peroksidasyonuna ve hiicre membraninda

iyon dengesinin bozulmasina yol agar (Niki, 1987).

2.6. Bitkilerde Antioksidant Sistem

AOT’ lerin olugsmasini veya bunlarin ortaya ¢ikardig: toksik etkileri 6nleyen, serbest
radikalleri yakalayan ve onlari etkisiz hale getirme yetenegine sahip olan maddelere
antioksidant denir (Elliot, 1999). Bitkiler gesitli stres kosullar1 altinda dokularinda
biriken AOT’ lerin zararl etkilerinden kendilerini korumak igin gelistirdikleri bu
sisteme ise antioksidant sistem denir (Asada ve Takahashi, 1987; Ye ve ark., 2000).
Antioksidant sistem enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden olusur (Scandalios,
1997). Enzimatik bilesenler; siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon transferaz (GT),
glutatyon peroksidaz (GPOX) ve katalazdir (KAT). Enzimatik olmayan bilesenler ise;
askorbik asit (C vitamini), glutatyon, karotenoidler, flavonoidler ve a-tokoferoldur (E
vitamini) (Scandalios, 1997).

2.6.1.Enzimatik Antioksidantlar

2.6.1.1. Siiperoksid dismutaz (SOD)

Cesitli cevresel stres faktorlerinin bitki dokularindaki AOT iiretim hizini artirdigi, bu
kosullarda SOD’ nin bitki stres toleransinda 6énemli bir kriter oldugu ve AOT’ lerin
toksik etkilerine kargi bitkilerde ilk savunma hattin1 olusturdugu bilinmektedir. SOD
enzimi siiperoksit radikalini (O27), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene
(O2) gevirmektedir (Halliwell, 1994) (Denklem 2.1).

20,7+ 2HY _ S9P H>O2 + O2 (2.2)
—
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Bir metalo enzim olan SOD, mangan SOD (Mn-SOD), bakir-¢inko SOD (Cu/Zn-
SOD) ve demir SOD (Fe-SOD) olmak iizere igerdigi metal gruplarina gore ii¢ farkli
izozime sahiptir. Bu izozimlerden Fe-SOD kloroplastlarda, Mn-SOD mitokondri ile
peroksizomda ve Cu/Zn-SOD ise kloroplast, peroksizom, sitozol ve hiicreler arasi
boslukta bulunur (Alscher ve ark., 2002). Stres kosullar1 altinda SOD aktivitesinin
artis1, oksidatif stresin olumsuz etkilerine kars1 tolerans gelistirilmesinde 6nemli role
sahiptir. Yapilan ¢alismalarda tuz stresi altindaki nohut, misir, ¢ay, hardal ve dutta

SOD aktivitesinde onemli bir artis oldugunu géstermektedir (Ahmad ve ark., 2008).

2.6.1.2. Askorbat peroksidaz (APX)

APX bitki hiicrelerinde su-su dongiisii ve askorbat-glutatyon dongiisiinde yer alan
enzimlerden biridir ve indirgeyici olarak askorbati kullanarak H.O> detoksifikasyonu
saglar. Hiicrenin farkli bolimlerinde bes farkli izozimi bulunmaktadir. Bunlar;
kloroplastlardaki tilakoid membranlara bagli olan (tAPX), glioksizom mebranlarina
bagli olan (gmAPX), kloroplast stromasinda (sAPX), mitokondride (mitAPX) ve

sitoplazmada (CAPX) ¢oziinmiis olarak bulunandir (Noctor ve Foyer, 1998).

Askorbat-glutatyon dongiistinde (Sekil 2.15) bulunan enzimler APX, MDHAR,
DHAR ve GR’ dir. Bu enzimlerden APX, indirgeyici molekiil olarak askorbati
kullanarak hidrojen peroksidi parcalarken; MDHAR ve DHAR enzimleri askorbatin
rejenerasyonunu saglar. Askorbatin rejenerasyonunun saglanmasi igin gorev yapan
enzimlerden MDHAR indirgeyici molekiil olarak NADPH’ yi, DHAR ise glutatyonu
kullanmaktadir. Elektronunu vererek oksitlenen glutatyon ise GR enziminin
katalizledigi bir reaksiyonla yeniden indirgenir (Bowler ve ark., 1992; Jimenez ve ark.,

1998; Noctor ve Foyer, 1998).
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Sekil 2.15. Askorbat-glutatyon dongiisii (Oz2, stiperoksit radikali; SOD, siiperoksit dismutaz; H202, hidrojen
peroksit; APX, 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) (Mittler 2002’ den
degistirilerek alimmgtir.).

Diger bir mekanizma da su-su dongiistidiir (Sekil 2. 16.). Bu olayda iki molekiil suyun
fotolizi sonucu ortaya ¢ikan dort elektron, FS II araciligr ile FS I’ e ulastirilir. Bu
elektronlardan iki tanesi, iki molekiil Oz’ yi indirgeyerek, iki molekiil siiperoksit
radikalini olusturur. Olusan siiperoksit radikalleri, SOD ile hidrojen perokside
indirgenir. Hidrojen peroksit ise APX ile suya indirgenir. Bu reaksiyon sirasinda
oksitlenen askorbik asit de diger iki elektronla yeniden indirgenir. Yani iki molekiil
suyun fotolizi ile olugsan dort tane elektron, yine iki molekiil suyun olusturulmasinda

kullanilmaktadir (Asada, 1999).

H:0; 4—202 STROMA
—
| 2H,0 2e +202

e‘°

o TILAKOID
MEMBRAN
Sekil 2.16. Su-su dngiisii (FS II, fotosistem II; FS 1, fotosistem I, SOD, siiperoksit dismutaz; H202, hidrojen

peroksit; APX, askorbat peroksidaz; MDHA, monodehidro askorbik asit; AsA, askorbik asit) (Asada,
1999).
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2.6.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren sitozol ve mitokondride
bulunan flavoprotein bir enzimdir. NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun
yeniden GSH (glutatyon)’ ye doniistiiriilme reaksiyonunu katalizler (Halliwell, 1994)
(Denklem 2.2). Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarini engellemek i¢in gereklidir
ve en 6nemli kaynag1 heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur (Sen ve ark., 2010;
Ozkan ve Fiskin, 2004).

GSSG + NADPH + HY  ——— 2 G-SH + NADP* (2.2)

2.6.1.4. Katalaz (KAT)

Katalaz enzimi herhangi bir indirgeyiciye gereksinim duymadan H202’ in H20 ve O’
ye doniligiimiinii katalize eder (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009) (Denklem 2.3).
Katalaz, biiyiik 6l¢iide peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde ve daha az olarak
mitokondri ~ ve  endoplazmik  retikulumda  bulunurken,  kloroplastlarda
bulunmamaktadir (Parida ve Das, 2005).

H.0, <@k o 21,0 + O, (2.3)

Katalaz enzimi, diger enzimatik antioksidantlar icerisinde en etkili olanidir. Bir
molekiil katalaz enzimi dakikada yaklasik 6 milyon H2O> molekiiliinii su ve oksijene
kadar pargalayabilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Misir bitkisinde, ayr1 kromozomlar
tizerinde yer alan, ekspresyon ve regiilasyonlar: birbirinden bagimsiz gerceklesen
katalaz enziminin CATI1, CAT2 ve CAT3 olmak iizere ii¢ farkli izozimi vardir
(Scandalios, 1990). Bu izozimlerden CAT1 ve CAT2 peroksizomlarda ve
sitoplazmada, CAT3 ise mitokondrilerde bulunmaktadir (Scandailos, 1990).
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2.6.1.5. Glutatyon peroksidaz (GPOX)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H20; ’den kaynaklanan
oksidatif hasara karsi hiicreleri koruyan, lipit peroksidasyonunun baslamasini ve
gelismesini engelleyen antioksidant 6zellikte bir enzimdir (Sen ve Chakraborty, 2011).
Selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki ¢esidi vardir. Selenyuma bagimli olan
glutatyon peroksidaz (Se-GPOX), hiicreyi H2O> ve lipit hidroperoksitlerin zararl
etkilerine karsi korumaktadir. Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz
(GST), lipit hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir (Cnubben ve ark., 2001;
Reiter ve ark., 1995). Neto ve ark., (2006) tarafindan misir bitkisinin tuza duyarli ve
toleransli genotiplerinde yapilan bir ¢alismada 100 mM NaCl uygulanmis, her iki
¢esidin yapraklarinda SOD, APX, GPOX ve GR aktiviteleri kontrole kiyasla artmigtir
ve enzim aktivitesindeki artiglarin toleransli genotiplerde daha belirgin oldugu
belirlenmistir. KAT aktivitesi, toleransli genotiplerde 6nemli artis géstermezken tuza

duyarli genotiplerde azalmistir.

2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidant molekiiller

2.6.2.1. Askorbik asit (Vitamin C)

Askorbik asit (AsA, Vitamin C) suda ¢6ziinebilen bir vitamindir. Bitki hiicrelerinde
askorbik asit metabolizmasinda en 6nemli rolii oynayan organel mitokondrilerdir.
Mitokondriler, askorbik asit sentezinin yani sira, bu molekiiliin indirgenmis formunun
rejenerasyonundan da sorumludur (Szarka ve ark., 2007). Ciinkii okside formdaki
askorbik asit (dehidro askorbik asit; DHA), indirgenmedigi taktirde ¢ok kisa bir siire
icinde parcalanabilir. Askorbik asitin temel gorevi H.O2’ nin ve diger serbest
radikallerin zararh etkilerinden hiicreyi korumaktir. Askorbik asit indirgeyici bir rol
oynayarak enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar igin gerekli elektronu
saglamaktadir. Yapraklardaki askorbik asit miktar1 ile bitkilerin stres faktorlerine
tolerans dereceleri arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir. Ornegin, yapraklarindaki
askorbik asit miktar1 yiiksek olan tiitiin ve kavak bitkilerinde oksidatif stres

hasarlarinin azaldigi rapor edilmistir (Aono ve ark., 1993; Foyer ve ark., 1994).
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2.6.2.2. Glutatyon

Glutamin, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan ve bir tripeptid olan glutatyon,
organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan ve AOT’ lerin neden oldugu zararlara karsi
korumada onemli bir antioksidanttir. Bitkilerde ¢ogunlukla indirgenmis formda
bulunan glutatyon; sitoplazma, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri,
kloroplast, apoplast ve peroksizomlar gibi bir¢ok boélgede bulunabilir (Mittler ve
Zilinskas, 1992; Jimenez ve ark., 1998). Glutatyon, ¢ok yonlii fonksiyonu olan bir
metabolittir. Baglica fonsiyonlari; bitkilerde siilfat taginimini diizenleme, sinyal
iletimi, metabolitlerin baglanmasi, ksenobiyotiklerin yikimi, amino asitlerin hiicre
icinde tasinimi (Onat ve ark., 2002), patojen direnci, apoptosis (programlanmis hiicre
oliimii) (Khan ve Singh, 2008), stres cevaplariyla ilgili baz1 genlerin ekspresyonu ve
stres kosullart altinda askorbat-glutatyon dongiisiinde indirgenmis askorbik asidin
olusumunu saglamadir (Xiang ve ark., 2001; Mullineaux ve Rausch, 2005; Rausch ve

Wachter, 2005).

2.6.2.3. a-Tokoferol (Vitamin E)

a-tokoferoller, kloroplastlarin tilakoid membranlarinda bulunur. Hidrofobik
ozellikleri nedeniyle zarlara tutunan a-tokoferoller, buradaki coklu doymamis yag asiti
zincirleri ile etkileserek zar yapisinin stabilizasyonunu saglar (Smirnoff, 2005). Ayrica
a-tokoferoller sahip olduklar1 antioksidant ozellikleri ile membranda bulunan
fosfolipitlerin  peroksidasyonunu ve hiicre membraninin zarar gormesini
engellemektedir (Gey ve ark., 1991). Tokoferollerin bitkilerde bulunan dort farkl
izomerinden (a-, B-, y- ve 8-) sadece a-tokoferol sahip oldugu ii¢ tane metil grubundan
(Kamal-Eldin ve Appelgvist, 1996) ve radikallerin yok edilmesi, zincirin kirilmasi,
baskilama, bozulan yapilarin onarilmasi, endojen savunma sistemlerinin
giiclendirilmesi gibi fonksiyonlarindan dolay1 en kuvvetli antioksidant olarak kabul

edilmektedir (Diindar ve Aslan, 1999).
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2.6.2.4. Karotenoidler

Karotenoidler, kloroplast ve kromoplast zarlarinda bulunan sari, turuncu ve kirmizi
renkli yagda ¢oziinen dogal renk maddeleridir (Bartley ve Scolnik, 1995). En yaygin

olan1 Vitamin A' nin 6nciil maddesi olan p-karotendir.

Karotenoidlerin bitkilerde ti¢ goérevi vardir. Bunlardan ilki absorblanan ancak
kullanilamayan ve hiicreye zarar verebilecek asir1 151k enerjisinin ortama 1s1 olarak
verilmesini saglamaktir. Bunun disinda karotenoidler absorbladiklart 151k enerjisini
klorofil pigmentlerine aktararak fotosentetik aktivitenin artmasina yardimci olur.
(Sieferman-Harms, 1987). Karotenoidler singlet oksijen (102; tekli uyarilmis oksijen)
gibi baz1 AOT’ leri detoksifiye ederek lipit peroksidasyonu yavaslatabilir (Collins,
2001). Ugiincii gorevleri ise tilakoid membran stabilizasyonunu saglamaktir (Niyogi

ve ark., 2001).

2.7. Misir Hakkinda Genel Bilgiler

Misir (Zea mays L.), kapali tohumlular boliimiiniin (Angiospermeae), tek c¢enekliler
smifina (Monocotyledonae) giren, bugdaygiller (Poaceae) familyasina ait 2n=20
kromozoma sahip tek yillik otsu bir bitkidir (Benson ve Pearce, 1987; Brenner, 1991).

Gelismis bir kok sistemine sahip olmasma ragmen esas kok sistemi, erken fide
evresinde ilk yapragin ¢ikisindan sonra gévdenin toprak yiizeyinin 3-5 cm altindaki
bogumlarindan c¢ikan ek kok ve topragin hemen {izerindeki birinci-iiglincii

bogumlarindan ¢ikan destek koklerden olusur (El¢i ve ark., 1994; Kiin, 1997).

Govde sert ve diktir. Yaprak boyu 60-80 cm arasinda, yaprak genisligi ise 5-15 cm
arasinda degisebilir. Yapraklar uzunluguna paralel damarl yaprak kin1 ve uzun bir
yaprak ayasindan olusur. Yapraklar sapsiz, genis, uzun, Ust ylizii tiiyli, alt yiizi
tiiystizdiir. Kulak¢ik belirsizdir. Stomalar yaprak ayasinin ylizeyinde daha fazla
bulunur (El¢i ve ark., 1994; Kiin, 1997). Erkek ¢icekler govdenin ucunda salkim
seklinde dizilmis basakg¢iklarda toplanir. Cigekler kavuz adi verilen yaprakgiklarla
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ortiilidiir. Disi cigekler, govdenin alt ve orta kisimlarindaki yapraklarin koltugundan
cikan ve tasiyict yapraklarla ortiili olan, kalinlasmis, comak seklinde bir eksen
tizerinde toplanirlar. Her bitkide 1-3 kogan bulunur. Misir bitkisi tek evcikli (monoik)
bir bitkidir. Yani erkek ve disi ¢igekler ayni bitki iizerinde fakat ayr1 yerlerdedir. Once
tepe piskiilii (erkek cicekler) olusur ve hemen bir iki giin i¢inde asagidaki kocanlarin
uclarinda disi ¢igeklerin stigmalar1 (uzun yesil piiskiiller) goriiliir. Riizgarin yardimiyla
tepe erkek organlarinda olusan milyonlarca polen tanesi asagiya koganlarin

uclarindaki disicik tepelerine diiserek tozlasma gerceklesir. Misir yabanci tozlanan bir

bitkidir.

Danelerin olusturdugu kogan boyu yetisme sartlar1 ve ¢eside baglh olarak 10-40 cm
arasinda degisir. Bir misir kocaninda 500 ile 1000 arasinda tohum olusur. Meyve, yani
musir taneleri, agik veya koyu sar1, esmer veya kirmizimtirak renklerdedir (Bennetzen

ve Hake, 2009) (Sekil 2. 17.).
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Disi ¢icegi saran yapraklardan disart
¢ikan stilluslar

Cicek durumu, kogan, i¢inde ¢ok
sayida ovul bulunur.

Yaprak

Govde

Sekil 2.17. Musir bitkisinin kisimlari ve sematik gosterimi (http://www. inmagine.com/drk005/drk005783-photo).

2.7.1.Misirm Uyumu, iklim ve Toprak Istegi

Musir bitkisi, diinyada tiim serin iklim ve sicak iklim tahillar1 i¢inde en yliksek verimi
gOsteren, giines enerjisini en iyi sekilde kullanan bir C4 bitkisi ve birim yaprak alandan
en fazla kuru madde iireten tahildir. Sahip oldugu uyum yetenegi sayesinde farkli iklim
ve toprak kosullarinda yetisebilmektedir. Bu 6zellikleri ile diinyada en genis yayilima
(Kuzey Yarim Kiire’ de, Kanada’ da 58° kuzey enlemlerinden, Giiney Afrika’ da 35-
40° giiney enlemlerine kadar uzanir) sahip tahil bitkisidir. Deniz seviyesinden daha
alcak yerlerde ve dort bin metre yiiksekliklere kadar olan yerlerde tarimi yapilabilen
musir bitkisinin tohumlar1 10-11 °C' de ¢gimlenmeye baglayabilir. Toprak sicakligi 5-10
cm derinlikte 15 °C’ ye ulagtigi zaman ¢imlenme hizlanir. Optimum ¢imlenme
sicakligi 18 “C’ nin lizerindedir. En uygun biiylime sicakligi ise 25-30 °C arasindadir.

15 °C’ nin altindaki sicakliklarda ilk biiyiime yavasladigi i¢in verim diiger. Sicak iklim
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bitkisi olmasina ragmen 38 °C’ nin iizerinde birkag giin devam eden sicakliklar bitkiye
zarar verir. Asirt sicak olmamasi kosulu ile giinesli glinler misir igin idealdir. Yogun
bulutlu giin sayisinin fazla oldugu subtropikal iklimlerde, 1518in ve fotosentezin
azalmasindan dolay1, misir verimi tropikal bolgelere oranla diiger. Misir bitkisinin su
istegi fazladir ama suyu oldukca ekonomik kullanir. Bitkinin gelismesi i¢in optimum
ve minimum bagil nem degerleri sicaklik ve alinabilen su miktarma bagli olmakla
birlikte genel olarak % 50 ve altina inen bagil nem kosullarinda bitki olumsuz etkilenir.
Ulkemizin iklim verileri dikkate alindiginda diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik ve diisiik
bagil nem kosullarinin hakim oldugu yoreler disinda kalan bolgelerde uygun cesit ve

sulamayla rahatlikla misir tiretimi yapilabilir.

Musir bitkisi i¢in en uygun toprak tipi su tutma kapasitesi ve alinabilir besin maddesi
icerigi yliksek, drenaj1 ve havalanmasi 1yi olan siltli-killi topraktir. Topragin pH degeri
5-8 arasinda olmalidir. (Benson ve Pearce, 1987; El¢i ve ark., 1994; Brenner, 1991,
Kiin, 1997; Kirtok, 1998).

Maisir bitkisi, tuza kars: orta derecede toleransl bitki grubunda yer almaktadir. Sulama
suyunun elektriksel iletkenligi 1,1 dS m™ ye kadar verimde bir azalma olmamakta
ancak 3,9 dS m'’ ye ulastiginda verimde yaklasik % 50 oraninda kayiplar meydana
gelmektedir (Ayers ve Wescot, 1976). Misir bitkisinde sulama suyundaki tuz
miktarmin verimi azalttig1 (Bar—tal ve ark., 1991; Shani ve Dudley, 2001; Malkog¢ ve
Aydin, 2003), bununla birlikte tuzun bu olumsuz etkisinin potasyum uygulamasi ile

giderildigini bildirmislerdir (Bar—tal ve ark., 1991).

2.7.2.Diinyada ve Tiirkiye’ de Misir Uretimi

Misir bitkisinin ortaya konmus yabani formu bulunmadigindan orijini heniiz tam
olarak bulunamamustir. Misirin orijini konusunda ¢esitli teoriler ileri siiriilmekle
birlikte bu teorilerin higbiri tam olarak kabul goriilmemistir. Ancak misirin Meksika
kokenli bir hububat iirlinii oldugu ve Meksika’ dan kuzeyde Kanada’ ya, gilineyde
Arjantin’ e kadar yayildig1 disiiniilmektedir. Bazi kaynaklar her ne kadar musir

bitkisinin kdkenin Gliney Afrika’ ya ait oldugunu tahmin etseler de 7.000 y1l 6ncesine
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ait en eski misir kalintilart Meksika’ nin Tehuacan vadisinde bulunmustur (Benson ve
Pearce, 1987). Christoph Colombus’un 1493> de musir bitkisinin Ispanya’ ya
gotiirmesi ile birlikte misir ilk defa kita degistirerek Avrupa’ ya tasmmistir. Ispanya’
ya girisinden birkag y1l sonra Portekiz, italya ve Fransa basta olmak iizere Giineydogu
Avrupa ve Kuzey Afrika’ da yayilmaya baslamistir (Jugenheimer, 1958; Berger, 1962;
Dowswell ve ark., 1996). Misirin Tiirkiye’ ye gelisi ise Kuzey Avrupa iilkeleri
tizerinden olmustur ve bu bitkiye misir adinin verilmesinde Misir ve Suriye ile misir

ticaretinin yapilmasinin biiyiik etkisi olmustur (Kiin, 1985; Kirtok, 1998).

Misir tanelerinde % 67 nisasta, % 10 azotlu maddeler ve % 8 yag bulunmaktadir (Sar
ve Asil, 1985). Misir diinyanin bazi bolgelerinde ana besin maddesi olarak
tiikketiliyorsa da yetersiz protein ve vitamin igeriginden Gtiirii Obiir tahil {iriinlerine gore
besleyici degeri diigiiktiir. Misirin baslica kullanim alanlari; taze olarak tiiketim
(haglama ve kozleme), konserve, misir unu, nisasta, cips, ¢erez, daneleri ve yesil
bitkisinden {iretilen hayvan yemi, yag, tatlandirici, sekerleme, ¢iklet, ¢ikolata iirtinleri,
bebek mamalari, salata soslari, yiiksek fruktozlu misir surubu, dis macunu, alkol,
etanol (benzin katki maddesi), temizlik malzemeleri, tekstil ve kozmetik sanayidir
(Ozcan, 2009). Ayrica musir bitkisinin sap ve yapraklarindan kagit, karton, dolgu
maddesi ve nitroseliiloz; koganlarindan yakit, giibre, yalittm maddesi ve ¢esitli
¢oziiciilerin kaynagi olarak yararlanilir. Misir tanelerinden ¢ikarilan yemeklik yag
(misirozli yagi) bilesimindeki kolestrol oraninin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle son

yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Diinya’ da toplam 1,5 milyar hektar tarim alaninin yaklasik 712 milyon hektarinda
tahil ekimi yapilirken, bu alanin 183 milyon hektarinda misir yetistirilmektedir.
Misirin tahil ekilis alani i¢indeki pay1 % 25,7 dir (FAO, 2014). Yetistiriciliginin kolay
ve yaygin olmasinin yani sira organik madde bakimindan zengin ve su tutma kapasitesi
yiikksek alanlarda yetistirilen musirin verimliligi daha yiiksektir (Siizer, 2017,
Babaoglu, 2005). Tablo 2.6.” da diinyadaki misir iiretimi, ekim alan1 ve verimlilik
degerleri incelendiginde, misir liretiminin 2015/16 yilindan 2016/17 yilina kadar
gecen slirede 74 milyon ton arttig1 goriilmektedir. Son {iretim yilinda diinyada yaklasik

1.045 milyon ton musir iiretilmistir.
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Tablo 2.6. Diinyada musir ekim alani, iiretim ve verimlilik degerleri (IGC, 2017). (*) Tahmin

Yillar Ekim alan1 (hektar) Uretim (ton) Verim (ton / ha)
2010/11 166 835 5,03
2011/12 173 887 5,13
2012/13 179 874 4,88
2013/14 182 998 5,48
2014/15 182 1.019 5,60
2015/16 180 971 5,39
2016/17* 183 1.045 571

Masir iiretiminde 2016/17 yillarinda 385 milyon ton ile ABD en biiyiik paya sahiptir
(IGC, 2017). Amerika’ y1 sirastyla Cin, Brezilya, AB iilkeleri, Meksika, Arjantin,
Ukrayna, Hindistan ve Tiirkiye izlemektedir. Misir tiikketiminde ise; 2016/17 yillarinda
yaklasik % 31 payla ABD ilk siradadir. ABD’ yi Cin, AB Ulkeleri, Brezilya, Meksika,
Hindistan, Japonya ve diger lilkeler takip etmektedir. Ayni yil i¢inde diinyada tiiketilen
toplam 1.028 milyon tonluk misirin igerisinde Tiirkiye’ nin pay1 yaklagik % 0,80 dir.

Tiirkiye’ nin sahip oldugu 23,9 milyon hektar tarim arazisi igerisinde % 49 ile en
biiyiik iiretim payin1 hububat iiriinleri almaktadir. Hububat iiretim alanlar1 igerisinde
% 67’ lik pay ile bugday ilk siradadir. Bugday1 % 24 ile arpa, % 6 ile misir ve % 1 ile
celtik takip etmektedir (TUIK, 2016). Misir en ¢ok iiretimi yapilan hububat iiriinleri
igerisinde Tliciincli sirada yer almasi nedeniyle 6nemli bir ekonomik degere sahiptir.
Tiirkiye’ de musir tiretimi 1950° 1i yillardan itibaren agirlikli olarak Karadeniz ve
Marmara bdlgesinde yapilirken 1960’ 11 yillardan itibaren sanayinin gelismesi ile
muisirin tiretimi Tirkiye’ de yayginlasarak Akdeniz ve Ege Bolgelerinde de iiretimi hiz
kazanmustir. Sulama olanaklarinin gelismesi ile Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu
Bolgelerinde de iiretimi yayginlasan misir Tiirkiye’ nin cogu bolgesinde yetistirilmeye
baslamistir (Misir Raporu, 2016). Tablo 2.7.” de misir iiretimi, ekim alan1 ve verimlilik
degerleri incelendiginde 1960/61 yilindan 2016/17 yilina kadar gecen siiregte misir
iretimi 5,31 ton, verim ise yaklasik 7,84 ton artig gostermistir. Tiirkiye’ de tarimsal
sulama olanaklarmin olusturulmasi, devlet tarafindan tarima destek politikalarinin
uygulanmasi ve iiretimde hibrit tohum kullaniminin baglamasi misir ekim alanlarini,

tiretim miktarini ve verimliligi artirmigtir.



Tablo 2.7. Tiirkiye’ de misir ekim alani, {iretim ve verimlilik degerleri (TUIK, 2016).

Yillar Ekim alani (hektar) Uretim (ton) Verim (ton / ha)
1960/61 695 1.090 1,57
1965/66 650 940 1,45
1970/71 648 1.040 1,60
1975/76 600 1.200 2,00
1980/81 583 1.240 2,13
1985/86 567 1.900 3,35
1990/91 515 2.100 4,08
1995/96 515 1.900 3,69
2000/01 555 2.300 4,14
2005/06 600 4.200 7,00
2010/11 594 4.310 7,26
2011/12 589 4.200 7,13
2012/13 623 4.600 7,38
2013/14 660 5.900 8,94
2014/15 659 5.950 9,03
2015/16 688 6.400 9,30
2016/17 680 6.400 9,41
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Arastirmada, misir (Zea mays L.) bitkisine ait Ada 9510 genotipi kullanilmistir. Ada

9510’ un tohumlar1 Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitiisii” den temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan arac-gerecler

Calismada kullanilan baslica ekipmanlar, Radwag AS220/C/12 hassas terazi,
Centurion Scientific K3 Series sogutuculu santrifiij, DragonLab MS-H-Pro manyetik
karistirici, IsoLab vorteks, Hanna HI2211 pH metre, Niive sicak su banyosu, Elga saf
su cihazi, JEIOTECH etiiv, Shimadzu mini UV 1240 spektrofotometre ve JSR JSPC-
200 °C iklim dolabidir.

3.3. Bitki Yetistirme Yontemi

Esit biiytikliikte ve saglam olan tohumlar segilerek cam petri kaplarinda bidistile su ile
1slatilmig kurutma kagitlari arasina yerlestirilmistir. Petri kaplar1 24 °C sicaklik ve %
40-50 oransal neme sahip olan iklim dolabinda karanlik ortamda ¢imlenmeye

birakilmustir.
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Ucg giin sonra Hoagland besin ¢ozeltisi iceren kaplara transfer edilerek su kiiltiiriine
alinmis, 18/25 °C sicaklik (gece/glindiiz), 16/8 saat fotoperiyot (giindiiz/gece), % 5045
oransal nem ve 200 pmol foton m? s isik siddetine sahip iklim dolabina
yerlestirilmistir. On giinlik olan bitkiler farkli gruplara ayrilarak asagidaki
uygulamalar yapilmistir (tuz ve KNOs ¢ozeltileri Hoagland besin ¢ozeltisi ile

hazirlanmistir):

50 mM NaCl + 3 mM KNOs3
75 mM NaCl + 3 mM KNOs3
100 mM NaCl + 3 mM KNO3

1. Kontrol (NaCl igermeyen besin ¢ozeltisi)
2. 50 mM NacCl

3. 75 mM NacCl

4. 100 mM NaCl

5. 3 mM KNO3

6.

7.

8.

Uygulamalardan 5 giin sonra hasat yapilarak biyokimyasal analizlerde kullanilacak
olan yaprak ornekleri analizlere kadar -20 °C’ de muhafaza edilmistir. Calismada

kullanilan Hoagland besin ¢o6zeltisinin kimyasal i¢erigi Tablo 3.1.” de verilmistir.



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

Bilesikler Stok ¢ozeltiler 2 Hoagland besin ¢ozeltisi
Ca(NO3)2.4H,0 118,1 gLt
MgS0,4.7H,0 26,6 gL!
50 mL
K>2HPO4.3H,0 16,4 gL}
KNO3 50,4 g L
Alx(S04)3.18H20 0,105 g 25 mL!
KI 0,0139 g 25 mL'!
KBr 0,0139 g 25 mL'!
SnCl».2H»0 0,0139 g 25 mL!
LiCl 0,0139 g 25 mL!
MnCl.4H,O 0,1944 g 25 mL! 37,5 uL
H3;BO3 0,3055 g 25 mL'!
ZnS04.7H20 0,0494 g 25 mL™!
CuS04.5H,0 0,0277 g 25 mL!
NiS04.7H,0 0,0297 g 25 mL!
Co(NO3)2.H,0 0,0277 g 25 mL™!
FeS04.7H,0 0,0834 g 100 mL!
10 mL
C4HeOg (tartarik asit)  0,0450 g 100 mL"!

3.4. Analizler

3.4.1. Fotosentetik pigment miktarmin belirlenmesi
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Yaprak dokularindaki Klorofil a, klorofil b, toplam klorofil (klo a+b) ve toplam

karotenoid (x+c) miktarlar1 Lichtenthaler (1987)’ ye gore belirlenmistir. Yapraklardan

cikarilan 0,5 cm capindaki 3 adet disk tartildiktan sonra, cam deney tiiplerine alinarak

tizerine 3 mL saf aseton ilave edilmis ve bir hafta buzdolabinda (4 °C) bekletilmistir.
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Bu siirenin sonunda elde edilen 6ziit 10.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek
slipernatantin absorbans degerleri 661,1, 644,8 ve 470 nm’ de spektrofotometrik

(SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak belirlenmistir.

3.4.2. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA)
miktar1 Ohkawa ve ark., (1979)’ nin metodu kullanilarak saptanmistir. Kontrol ve
uygulama gruplarindaki 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 karistm 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 ¢ozeltisinden 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
cikarilan tiiplerdeki reaksiyonlar: durdurmak igin tiipler buz banyosuna konulmustur.
Spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boyunda absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Yaprak

dokularidaki MDA miktar1 nmol g taze agirlik® olarak hesaplanmustir.

3.4.3. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit (H202) miktar1 Ohkawa ve ark., (1979)’ nin
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 absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Kor olarak %
0,1’ lik TCA ¢ozeltisi kullanilmistir. Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit miktari

standart grafik yardimiyla nmol g taze agirlik™ olarak hesaplanmustir.
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3.4.4. Serbest prolin miktarmin belirlenmesi

Etiivde kurutulduktan sonra havanda ezilerek ince toz haline getirilen yaprak
orneklerinde prolin miktar1 Bates ve ark., (1973)’ e gore belirlenmistir. 10 mg kuru
materyal lizerine 4 mL distile su ilave edildikten sonra tiipler sicak su banyosunda (100
°C) 10 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 6rnek sogutulup siiziilmiis ve ¢cokelti
tizerine 3 mL distile su konulup tekrar sicak su banyosunda bekletilmistir. Sogutma ve
slizme asamasindan sonra ayni islemler bir kez daha tekrarlanarak siiziintiilerin toplam
hacmi 10 mL’ ye tamamlanmig ve vorteksle karistirilmistir. Siiziintiiden alinan
orneklerle prolin miktari (umol g kuru agirhik™) asit-ninhidrin metoduna gore 520 nm’

de yapilan dlgiimlerle spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

3.5. Bazi Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.5.1. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’ e gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitilmis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH 7,0)
tamponu, % 2’ lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM Na;EDTA iceren ekstraksiyon
cozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’ de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1.030 uL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH
7,8), 9,9x10° M metionin, 5,7x10° M NBT (nitroblue tetrazolyum), % 1° lik triton X-
100 ve enzim karisimindan olusan bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon
0,9 uM riboflavin ilavesi ile baslatilmis, bu karisim 15 dakika boyunca 375 pmol m™
s siddetinde 1518a maruz birakildiktan sonra 560 nm’ de absorbans degerleri
belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi daha dnce hazirlanmis olan standart grafikten

faydalanarak hesaplanmistir (U mg protein™).

3.5.2. Toplam askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam APX aktivitesi Wang ve ark., (1991)’ na gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla ogiitilmiis ve 1,5 mL, 50 mM Tris-HCI (pH 7,2)
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tamponu, % 2’ lik PVP, 1 mM Na;EDTA ve 2 mM askorbat iceren ekstraksiyon
cozeltisi 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-PO4 tamponu (pH
6,6), 2,5 mM askorbat, 10 mM H>O; ve 100 pg protein i¢eren enzim karigimindan
olusan reaksiyon c¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H202’ nin eklenmesiyle
baslatilmigtir. Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede 290 nm’ de
yapilan Ol¢climlerle enzim 0Oziitii igermeyen reaksiyon c¢ozeltisine karsilik
kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (2,8 mM cm. 290
nm™) kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat

dakika™ mg protein™).

3.5.3. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark., (1994)’ na gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-POs4 (pH 7,0)
tamponu, % 2’ lik PVP ve 1 mM NaEDTA igeren 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-PO4 tamponu (pH 7,8), 2
mM Na:EDTA, 0,5 mM okside glutatyon (GSSG), 0,2 mM NADPH ve 100 pg protein
iceren enzim karigimindan olusan reaksiyon ¢dzeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon,
NADPH’ nin eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak
320 nm’ de Ol¢ililmiistiir. Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG oksidasyonu ile
yapilmistir. Enzim aktivitesi, NADPH’ nin ekstinksiyon katsayis1 (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 ve ark., (1993)’ na gore belirlenmistir.
Yaklasik 0,3 g taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-POg4
(pH 7,0), tamponu % 2’ lik PVP ve 1 mM Na2EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile
homojenize edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’ de 20 dakika santrifiij
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edilmistir. Son hacim 3.180 pL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH 7,0),
0,316 mM guaiakol, 0,116 mM H202 ve 100 uL enzim karisimindan olusan reaksiyon
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H202’ nin eklenmesiyle baglatilmistir. Enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’ de 6lgiilmiis ve guaiakoliin ekstinksiyon
katsayis1 (26,6 mM cm. 470 nm™) kullanilarak reaksiyonun baslangic hizindan
hesaplanmustir (nmol H20- dakika™® mg protein™).

3.6. istatistik Analizler

Elde edilen verilerin aritmetik ortalama ve standart hatalar1 hesaplanmis, daha sonra
verilere SPSS 20.0 paket programi kullanilarak, istatistiksel varyans analizi (ANOVA)
uygulanmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulamalarin kontrole gore neden
oldugu farkin 6nem kontrolii (LSD, least significant difference; AOF, anlaml1 6nemli

fark) % 5 diizeyinde hesaplanmustir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tuz Stresi ve KNO3 Uygulamalarimin Fotosentetik Pigment Miktar1 Uzerine
Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz uygulamas1 misir yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, toplam
Klorofil ve toplam karotenoid miktarin1 ilgili kontrollerle karsilagtirildiginda
istatistiksel anlamda azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.1.). KNO3z (3 mM) uygulamasi da
misir yapraklarindaki klorofil a, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarini
kontrollere gore oOnemli oranda azaltmis (P<0,05), klorofil b miktarin1 ise
etkilememistir (P>0,05). 50 ve 75 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine uygulanan
KNOs yapraklardaki klorofil a miktarii sadece 50 ve 75 mM tuz verilen bitkilerle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak artirmistir (P<0,05). Ancak 100 mM tuz
uygulanan misir bitkilerinde KNOs uygulamasi yapraklardaki klorofil a miktarini,
sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda etkilememistir (P>0,05).
50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan misir bitkilerine verilen KNO3 yapraklardaki klorofil
b ve toplam klorofil miktarin1 sadece farkli konsantrasyonda tuz uygulanan bitkilerle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak artirmistir (P<0,05). 50 mM tuz stresi altindaki
mustr bitkilerinde KNO3 uygulamasi yapraklardaki toplam karotenoid miktarini sadece
50 mM tuz verilen bitkilerle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak etkilememistir
(P>0,05). Ancak 75 ve 100 mM tuz uygulanan musir bitkilerindeki KNO3 uygulamasi
yapraklardaki toplam karotenoid miktarinin, sadece 75 ve 100 mM tuz uygulanan

bitkilerle karsilagtirildiginda 6nemli derecede artmasina yol agmistir (P<0,05).
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Sekil 4.1. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNOz) uygulamalarim musir bitkisinin
yapraklarindaki (A) klorofil a, (B) klorofil b, (C) toplam klorofil ve (D) toplam karotenoid miktar1
lizerine etkisi. (AOF, anlamli énemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart

hata degerlerini gostermektedir).
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4.2. Tuz Stresi ve KNO3 Uygulamalarinin Malondialdehit (MDA) Miktar:
Uzerine Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerinin yapraklarindaki MDA miktari
kontrole gore dnemli oranda artmistir (P<0,05) (Sekil 4.2.). 3 mM KNO3 uygulamasi
musir yapraklarindaki MDA miktarini kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
etkilememistir (P>0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerine
gerceklestirilen KNO3s uygulamasi yapraklardaki MDA miktarinin sadece 50, 75 ve
100 mM tuz verilen bitkilerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oranda

azalmasini saglamistir (P<0,05).
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Sekil 4.2. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNO3) uygulamalarinin musir bitkisinin
yapraklarindaki MDA miktar1 {izerine etkisi. (AOF, anlaml 6nemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin
ortalamast olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.3. Tuz Stresi ve KNO3 Uygulamalarinin Hidrojen Peroksit (H202) Miktari
Uzerine Etkisi

50 mM tuz uygulanan bitkilerde yapraklardaki H.O> miktar1 kontrole goére dnemli
derecede etkilenmezken (P>0,05), 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki bitkilerin
yapraklarindaki H2O2 miktar1 belirgin derecede artmistir (P<0,05) (Sekil 4.3.). KNO3
uygulamasi ise misir yapraklarindaki H2O, miktarin1 kontrole gore istatistiksel

anlamda etkilememistir (P>0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan misir bitkilerine
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verilen KNOgz yapraklardaki H2O, miktarinin sadece tuz (50, 75 ve 100 mM)

uygulanan bitkilere gore dnemli derecede azaltmistir (P<0,05).

AOF %5 H

H,0, miktari (nmol g TA)

Kontrol T50 T75 T100 KNO3 TS0KNO3 T75KNO3  TI100KNO3
Uygulamalar

Sekil 4.3. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNOs) uygulamalarmin misir bitkisinin
yapraklarindaki H202 miktar1 tizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin
ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.4. Tuz Stresinin Serbest Prolin Miktar1 Uzerine Etkisi

50 ve 100 mM tuz stresi uygulanan misir bitkilerinin yapraklarindaki prolin miktar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda degisim gdstermemistir
(P>0,05) (Sekil 4.4.). Ancak 75 mM tuz uygulamasi yapraklardaki prolin miktarinin
kontrole gore 6nemli derecede artmasina neden olmustur (P<0,05). KNOz uygulamasi
ise musir yapraklarindaki serbest prolin miktarin1 kontrolle karsilastirildiginda
etkilememistir (P>0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz ve KNO3 uygulanan misir bitkileri ile
sadece 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkiler karsilastirildiginda prolin miktar

bakimindan 6nemli bir fark gozlenmemistir (P>0,05).
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Sekil 4.4. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNOz) uygulamalarinin musir bitkisinin
yapraklarindaki serbest prolin miktar1 {izerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5
tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.5. Tuz Stresinin SOD Aktivitesi Uzerine EtKisi

50, 75 ve 100 mM tuz uygulamalari misir yapraklarindaki SOD aktivitesini kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.5.). Benzer sekilde
3 mM KNOs uygulamasi da yapraklardaki SOD aktivitesini kontrole gore dnemli
derecede azaltmistir (P<0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan misir bitkilerine
verilen 3 mM KNOs yapraklardaki SOD aktivitesini sadece 50, 75 ve 100 mM tuz
uygulanan bitkilere gore belirgin sekilde artirmigtir (P<0,05).

920 1

AOF %5

60 A
30_ I I
o m N N I

T50 T75

Kontrol T100 KNO3 TSOKNO3 T75KNO3 T100KNO3

SOD aktivitesi (U mg protein)

Uygulamalar

Sekil 4.5. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 Mm KNOs3) uygulamalarinin misir bitkisinin
yapraklarindaki siiperoksid dismutaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli énemli fark; T, tuz;
degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).
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4.6. Tuz Stresinin APX Aktivitesi Uzerine Etkisi

Uygulanan tiim tuz konsantrasyonlari (50, 75 ve 100 mM) ve 3mM KNO3 uygulamasi
musir bitkilerinin yapraklarindaki APX aktivitesi kontrolle karsilastirildiginda 6nemli
derecede azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.6.). Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM) altindaki
musir bitkilerine verilen 3 mM KNOz ise yapraklardaki APX aktivitesini sadece 50, 75
ve 100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda 6nemli oranda artirmistir

(P<0,05).

100 -
AOF %5 |\

75 A

;llll il

Kontrol T50 T100 KNO3 T350KNO3T75KNO3T100KNO3

APX aktivitesi
(nmol askorbat dak! mg protein-1)

Uygulamalar

Sekil 4.6. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNOs3) uygulamalarinin misir bitkisinin
yapraklarindaki askorbat peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz;
degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.7. Tuz Stresinin GR Aktivitesi Uzerine EtKisi

50 ve 75 mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerinin yapraklarindaki GR aktivitesi
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilenmemis (P>0,05) ancak 100
mM tuz ve 3mM KNO3 uygulanan bitkilerde belirgin derecede artmistir (P<0,05)
(Sekil 4.7.). 50 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerinde KNOs uygulamasi
yapraklardaki GR aktivitesini sadece 50 mM tuz stresi uygulanan bitkilere gore
istatistiksel olarak etkilememistir (P>0,05). 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilerde
ise yapraklardaki GR aktivitesi KNO3z uygulamasi sonucunda sadece 75 ve 100 mM

tuz verilen bitkilere gore belirgin oranda artis gostermistir (P<0,05).
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Sekil 4.7. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNOs) uygulamalarmin misir bitkisinin
yapraklarindaki glutatyon rediiktaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler
5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).

4.8. Tuz Stresinin GPOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

50 mM tuz uygulamast misir yapraklarindaki GPOD aktivitesini kontrol bitkileriyle
karsilagtirildiginda istatistiksel anlamda etkilememis (P>0,05), 75 mM tuz uygulamasi
artirmig, 100 mM tuz uygulamasi ise azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.8.). KNO3
uygulamast misir yapraklarindaki GPOD aktivitesini kontrolle karsilastirildiginda
belirgin derecede azaltmistir (P<0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir
bitkilerine uygulanan KNO3z yapraklardaki GPOD aktivitesini sadece 50, 75 ve 100

mM tuz uygulanan bitkilere gore istatistiksel olarak artirmistir (P<0,05).
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Sekil 4.8. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve potasyum (3 mM KNOs) uygulamalarmim misir bitkisinin
yapraklarindaki guaiakol peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz;
degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart hata degerlerini gostermektedir).



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Tuzluluk, artan insan niifusu ile birlikte diinyadaki tarim alanlarin tehlike altina alan,
bitkisel tiriinlerin tiretim, verim ve kalitesini onemli oranda smirlandiran g¢evresel
faktorlerden birisidir (Botella ve ark., 2005). Diinya genelinde tarim arazilerinin % 20’
sinin, 2050 yilina kadar ise % 50’ sinin tuzluluk sorunu ile kars1 karsiya kalacagi
tahmin edilmektedir (Kang ve ark., 2010). Bu nedenle, bitkilerin biiylime ve
gelisimlerini olumsuz yonde etkileyen tuz stresine karsi toleranslarinin arastiriimasi

biiylik 6nem tagimaktadir.

Tuz stresinin bitki biiyiime ve gelismesi tizerindeki olumsuzluklarin etki derecesi; bitki
tiirli ve ¢esidine, uygulanan tuzun konsantrasyonu ile ¢esidine, tuza maruz kalma
sliresine ve tuza toleranslarina bagli olarak degismektedir (Dajic, 2006). Ayers ve
Westcot (1989), bitkileri tuz stresine karsi gosterdikleri tolerans derecelerine gore
yiiksek derecede tolerant (arpa, seker pancari, pamuk, bugday), orta derecede tolerant
(musir, aycicegi, yulaf, ¢eltik) ve hassas (mercimek, bezelye, fasiilye) olmak {izere

siniflandirmiglardir.

Bu calismada diinya genelinde yaygin olarak tarimi yapilan misir bitkisinin iilkemizde
yetistirilen yerli bir genotipi olan Ada 9510 kullanilmis, farkli tuz konsantrasyonlari
(50, 75, 100 mM) altinda yetistirilen Ada 9510 genotipine kok yoluyla verilen KNO3’
iin sebep oldugu biyokimyasal ve fizyolojik degisimler ve bu degisimlerin tuz toleransi

ile etkilesimleri aragtirilmistir.

Farkli bitki tirleri ile yapilan pek ¢ok aragtirma bitkilerin tuz stresinin olumsuz

etkilerinden korunmak i¢in genetik potansiyelleri 6lgiisiinde SOD, APX, GR ve GPOD
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gibi bazi antioksidant enzimlerinin aktivitelerinde artiglarin meydana geldigini
gostermistir (Gossett ve ark., 1996; Harinasut ve ark., 2003; Yasar, 2003; Yasar ve
ark., 2006). SOD, O2" radikalinin bir dismutayon reaksiyonu ile H2O2' ye
indirgenmesiyle ilgili reaksiyonu katalizler. Calismamizda misir bitkilerine uygulanan
tiim tuz konsantrasyonlarinin yapraklardaki SOD aktivitesini kontrole gbre dnemli
oranda azalttig1 belirlenmistir. Bu sonug¢ tuz stresi altindaki misir yapraklarinda
meydana gelen O radikali birikimini agik¢a gostermektedir. APX bu reaksiyon
sonucunda meydana gelen H>O>’ nin su ve oksijene kadar par¢alanmasindan sorumlu
olan askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk enzimidir. GR ise askorbat-glutatyon
dongiisiiniin son enzimi olarak, okside glutatyonu NADPH molekiiliiniin yardimiyla
indirgeyen bir enzimdir (Asada, 1999). Indirgenmis glutatyonun yapisindaki
elektronlar da APX enziminin H20;’ yi par¢alamasinda kullanilmaktadir. Yani GR,
APX ile birlikte H202’ nin detoksifikasyonundan sorumludur. Calismamizda 50 ve 75
mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerinin yapraklarindaki GR aktivitesi kontrolle
karsilagtirildiginda istatistiksel anlamda etkilenmemis ancak 100 mM tuz uygulanan
bitkilerde belirgin derecede artmistir. Ancak SOD’ ye benzer sekilde ¢alismamizda 50,
75 ve 100 mM tuz uygulanan misir yapraklarindaki APX aktivitesi kontrole gore
belirgin derecede diisiik bulunmustur. Bu sonuclar tuz stresi uygulanan misir
yapraklarinda askorbat-glutatyon dongiisiiniin etkili bir sekilde aktive olmadigini ve
misir yapraklarinda H202 birikiminin de meydana geldigini gostermektedir. Nitekim
yaptigimiz H20: analizleri de bu fikri tamamen destekleyecek yonde sonuglar
vermistir. Bir reaktif oksijen tirii olan H2O, biyolojik sistemlerde normal
metabolizma sonucu {iretilmekte ve bircok biyokimyasal ve fizyolojik siirece etki
etmektedir. H20O2 miktarimin diisiik olmasi1 antioksidant savunma sisteminin aktif
oldugunu, H20; miktarinin yiiksek olmasi ise dokularda oksidatif hasarlanmanin
oldugunu gostermektedir (Liu ve ark., 2010). Bitkilerde stres faktorlerinden etkilenen
ilk hedef bolge hiicresel membrandir. Tuz stresi de dahil olmak iizere tiim abiyotik
stres faktorleri etkisi altinda bulunan bitkilerde hiicresel membran hasarlart MDA
(malondialdehit) miktari ile belirlenmektedir. MDA, hiicre membraninin fosfolipitleri
diizeyinde oksidatif bir zararlanmanin, lipit peroksidasyonunun bir gostergesidir
(Giines ve ark., 2007). Tuza toleransi yiiksek olan bitkilerde stres faktorleri altinda
MDA miktar diisiik, tuza toleransi az olan bitkilerde ise MDA miktar1 yiiksek oranda
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gozlenmektedir (Giines ve ark., 2007). Kisacasi 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). Yapilan bir caligmada tuz stresinin domates yapraklarinda MDA
miktarint artirdigi, bu artisin oksidatif hasarin bir gostergesi oldugu bildirilmistir
(Hodges ve ark., 1999; Dogan ve ark., 2010; Dogan, 2012). Hiyarda yapilan bir
calismada tuz stresi altindaki bitki yapraklarinda MDA miktarinin artis gosterdigi
ancak toleransi yiiksek olan g¢esitte bu artisin duyarli ¢ceside oranla daha az miktarda
oldugu tespit edilmistir (Zhu ve ark., 2008). Calismamizda misir bitkilerine uygulanan
tiim tuz konsantrasyonlarinda (50, 75, 100 mM) kontrole kiyasla yapraklardaki MDA
miktarinda artis oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ da tuz stresi altindaki muisir
yapraklarinda Oz radikali ve H2O> birikimi sonucunda membran hasarinin arttigini

gostermektedir.

Tuz stresinin bitkilerde stomalarin kapanmasina, yaprak alaninin kiigiilmesine,
transpirasyonun ve CO; fiksasyonunun azalmasina neden olarak fotosentetik aktiviteyi
azalttigi bilinmektedir. Ashrafuzzaman ve ark., (2000) tuz stresinin bitkilerin
fotosentetik pigment igerigini azalttigini bildirmislerdir. Mercimek fideleri tizerinde
yapilan bir ¢alismada tuz stresinin toplam klorofil miktarin1 énemli oranda azaltig
belirlenmigtir (Turan ve ark., 2007). Yapilan bir diger ¢calismada da tuz stresi altindaki
farkli dut genotiplerinin klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlarinin azaldigi
bildirilmistir (Agastian ve ark., 2000). Calismamizda 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan
misir genotipinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam
karotenoid miktarlarinin kontrole kiyasla onemli oranda azaldigi belirlenmistir.
Yaprak dokularindaki fotosentetik pigment miktari, bu molekiillerin sentez ve
parcalanma hiz1 arasindaki dengeye bagli olarak degisim gostermektedir. Ornegin
aycicegi bitkisinde tuz stresi uygulamalarinin klorofil 6nciisli olan 5-aminoleviilinik
asidin miktarin1 azaltarak fotosentetik pigment miktarin1 olumsuz yonde etkiledigi
rapor edilmistir (Santos ve ark., 2001). Buna gore ¢calismamizda uyguladigimiz farkl
tuz konsantrasyonlarimin misir yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarini, bu

molekiillerin sentez hizin1 azaltarak ve/veya pargalanma hizimi artirarak azalttigi
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sOylenebilir. Tuz stresi altindaki misir yapraklarindaki H2O, ve MDA birikimi de bu
fikri destekler niteliktedir.

GPOD enzimi de bitkilerde H202’ nin par¢alanmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Bu enzimin antioksidant aktivitesinin yani sira bitkilerde biliylime ve gelisme
(Riquelme ve Cardemil, 1993) ile hiicre ¢geperlerindeki lignin biyosentezi konusunda
rol oynadig1 bilinmektedir (Bruce ve West, 1989). Calismamizda 50 mM tuz
uygulamasi musir  yapraklarindaki GPOD  aktivitesini  kontrol  bitkileriyle
karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememis, 75 mM tuz uygulamasi artirmis,
100 mM tuz uygulamasi ise azaltmistir. GPOD aktivitesindeki bu diizensiz degisimler
tuz stresi altindaki bitkilerde biiyiimenin olumsuz etkilenmis olmasi ve stresin

siddetinin GPOD’ nin antioksidant kapasitesini agmasindan kaynaklanmis olabilir.

Tuz stresi altindaki misir bitkilerine uygulanan 3 mM KNO3 yapraklardaki SOD, APX,
GR ve GPOD aktivitesini, sadece tuz stresi altindaki bitkilerle karsilastirildiginda
onemli oranda artirirken, H.O2 ve MDA miktarin1 azaltmistir. Bu sonuglar KNO3
uygulamasinin tuz stresi altindaki musir bitkilerinin yapraklarinda O~ radikali ve
H202” nin detoksifikasyon hizin1 artirdigint ve oksidatif hasari azalttigini
gostermektedir. Amjad ve ark., (2016) tuz stresi altindaki domates bitkilerine
yapraktan uyguladiklart potasyumun, tuz stresi altinda artan MDA miktarini
diistirerek, stresin zararli etkilerini azaltigini, biiylime ve gelismeyi olumlu yonde
etkiledigini ve tuz stresinin neden oldugu oksidatif hasar1 da 6nemli Slgiide azalttigin
bildirmislerdir. Aktas (2002), SOD aktivitesinin tuza tolerant olan bir biber
genotipinde duyarli genotipe oranla daha yiiksek ¢iktigini, tolerant genotipin Oz~
radikaline karsini kendini daha etkin koruyabildigini bildirmistir. GPOD aktivitesinin
arttigi uygulamalarda H20. molekiiliiniin askorbat-glutatyon dongiisii enzimleri

disinda GPOD tarafindan da detoksifiye edildigini géstermektedir.

Caligmamizda tuz stresi ile birlikte uygulanan KNO3’ {in misir yapraklarindaki klorofil
a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarinm1 sadece tuz verilen
bitkilerle karsilastirildiginda artirdigi gézlenmistir. Nitekim Yeo ve Flowers (1983)

tuz kosullar1 altinda potasyum uygulamasinin ise bitki yapraklarinda klorofil i¢erigini
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arttirdigini, bu artigin ise pigment sentezinin artmasindan veya potasyumun klorofil
icerigindeki azalmay1 yavaglatmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Biber
bitkisi kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada da tuz stresi altindaki bitkilere disaridan
uygulanan KNOs’ iin, yaprak ve koklerde potasyum ve yapraklarda klorofil igerigini
arttirdigi, tuz stresinin olumsuz etkilerini ise azaltigi bildirilmistir (Kaya ve Higgs,
2003). Karotenoidler bitkilerde 151k absorbsiyonu yapan, fazla 1gik enerjisinin ortama
1s1 olarak verilmesini saglayan, singlet oksijenin (*Og2; tekli uyarilmis oksijen)
detoksifikasyonunu saglayarak membran stabilizasyonunu koruyan antioksidant
sistemin enzimatik olmayan bilesenlerinden biridir (Trebst, 2003; Forster ve Pogson,
2004). Nitekim Yakit ve Tuna (2006) yaptiklari ¢alismada tuz uygulamasiyla beraber
bitkide karotenoid miktarinin 6nemli oranda azaldigini, ancak disaridan uygulanan
Ca*, K' ve Mg*? iyonlarmin karotenoid miktarinda artisa neden oldugunu
belirtmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar tuz stresi altindaki misir bitkilerinde KNO3
uygulamasinin yapraklardaki karotenoid miktarin1 ve antioksidant kapasiteyi
artirdigin1 gdstermektedir. Nitekim tuz ve KNO3 uygulamalari, sadece tuz uygulamasi
sonucu azalan klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarinin da artmasini

saglamistir.

Tuz stresi altindaki bitkilerde serbest prolin miktarinda degisimlerin meydana geldigi
bilinmektedir. Prolin, stres kosullarinda yiiksek miktarlarda iiretilerek hiicre igi
osmotik diizenleme (Delauney ve Verma, 1993), sitozolik pH’ 1 diizenlenmesi
(Venekamp, 1989), enzimlerin korunmasi ve makro molekiiller ile organellerin
stabilizasyonunun saglanmasi gibi gorevlere sahiptir (Gadallah, 1999). Bitkiler
olumsuz stres kosullarina adapte olabilmek i¢in dokularindaki prolin miktarini
artirmaktadir (Hare ve Cress, 1997). Poustini ve ark., (2007) otuz ekmeklik bugday
cesidinde yapmis olduklar1 ¢alismada, tuz stresi uygulamalarinin yaprak dokularinda
prolin miktarmin artisina neden oldugunu bildirmislerdir. Yapilan diger caligmalarda
da tuz stresi altindaki domates (Dogan ve ark., 2010) ve misir (Yakit, 2006) bitkisinde
prolin miktarinin arttig1 belirtilmistir. Yapilan bir ¢caligmada ise tuz stresinin arpada
prolin birikimine neden olmadig1 anlasilmistir (Yamaya ve Matsumoto, 1989). Bundan
dolay1 prolinin ozmoregiilasyon ve tuz toleransi konusundaki fonksiyonu tartismalidir.

Lutts ve arkadaslart (1996), tuz stresi altindaki piring bitkilerinde prolinin ozmotik
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regiilasyonda rol oynamadigi ve prolin birikiminin tuz toleransi i¢in bir indikator
olmaktan ¢ok bir hasar semptomu oldugunu belirlemislerdir. Ancak ¢alismamizda
gergeklestirilen uygulamalar sonucunda prolin miktarinda meydana gelen degisimlerle

diger parametrelerde gozlenen degisimler arasinda bir korelasyon bulunamamastir.

Bu sonuglara gore misir bitkisinin Ada 9510 genotipinde uygulanan tuz stresinin
antioksidant kapasiteyi azalttigi, dokularda Oz~ radikali ve H2O> birikimini artirarak
fotosentetik pigment kaybina neden oldugu ve artan MDA miktar1 nedeniyle membran
hasarina yol actig1 sdylenebilir. Tuz stresi altindaki misir bitkilerine uygulanan KNO3’
iin ise antioksidant sistemi uyararak radikallerin detoksifikasyonunu hizlandirdig: ve
hem mebran hasarini azalttig1 hem de pigment kaybini 6nledigi ifade edilebilir. Sonug
olarak tuz stresi altindaki bitkilerde potasyum uygulamalarinin verim kaybin1 azaltmak
amaciyla kullanilabilecegi belirlenmistir. Ancak uygulanacak potasyum kaynaginin
tipinin ve konsantrasyonunun bitki tiirline gore belirlenmesi gerektigi de goz ontlinde

tutulmalidir.
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