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SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

% : Yiizde

Hc :  Karbon-14

ABA : Absisik asit

ABD . Amerika Birlesik Devletleri
ABS :  Absorbsiyon

ACC :  Amilosiklopropan karboksilik asit
ADP :  Adenozin difosfat

AOX :  Alternatif oksidaz

APX : Askorbat Peroksidaz
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ATPS : Adesozin trifosfat siilfliraz
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dS/m . DesiSiemens/metre

EC : Esik degeri

EC . Elektriksel iletkenlik
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OZET

Anabhtar kelimeler: Zea mays L., salisilik asit, tuz stresi.

Bu c¢alismada, misir (Zea mays L.) ADA 9510 genotipinde, salisilik asit (SA)’in tuz
stresi altindaki etkileri arastirilmistir. 3 fakli tuz konsantrasyonuna (50, 75, 100 mM)
karst 50 uM SA yapraktan ve kdkten uygulanmistir. Uygulama sonrasi; biiylime
parametreleri, fotosentetik pigment icerigi, klorofil tiirevleri ve ara maddeler, klorofil
a floresansi, serbest prolin, H,O,, MDA, askorbik asit miktari, siiperoksit dismutaz
(SOD), guaikol peroksidaz (GPOD), askorbat peroksidaz (APOD) ve glutatyon
rediiktaz (GR) antioksidan enzimlerin aktiviteleri tespit edilmistir.

Tuz stresinin siddeti artarken antioksidan enzim aktiviteleri artmig; bliylime
parametreleri ve fotosentetik pigment igerikleri diismiistiir. SA uygulamasi ise
antioksidan enzim aktivitesini azaltmis; bliylime parametrelerini artirmistir (P<0,05).
Ayn1 zamanda fotosentetik pigment miktarlarina da olumlu etkileri olmustur
(P<0,05). Tuz stresi 100 mM’lik konsantrasyonda en olumsuz etkiyi gosterirken; SA
kombinasyonunda 75 mM’lik tuz konsantrasyonu en i1yi sonuglar1 vermistir (P<0,05).
Kok uygulamalarina gore ise yaprak uygulamalar1 daha iyi sonuglar vermistir
(P<0,05).

Sonug olarak, tuz stresine kars1 ekzojenik SA uygulamasinin misirda 6zellikle yaprak

uygulamasi ile daha yiiksek tuz toleransi saglamaya yardimci oldugu ortaya
konulmustur.
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INVESTIGATION OF THE PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL EFFECTS OF SALICYLIC ACID
APPLICATIONS IN MAIZE (Zea mays L.) PLANT UNDER SALT
STRESS

SUMMARY

Keywords: Zea mays L., salicylic acid, salt stress.

In this study, the effects of salicylic acid (SA) under salt stress in maize (Zea mays
L.) ADA 9510 genotype were investigated. 50 uM SA was applied from the leaves
and roots against 3 different salt concentrations (50, 75, 100 mM). After application;
growth parameters, photosynthetic pigment content, chlorophyll derivatives and
intermediates, chlorophyll a fluorescence, free proline, HO,, MDA, ascorbic acid
content, antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), guaicol
peroxidase (GPX), ascorbate peroxidase (APX) and glutathione reductase (GR)
activities are determined.

While the severity of salt stress increased, antioxidant enzyme activities increased;
growth parameters and photosynthetic pigment contents decreased. The application
of SA decreased the antioxidant enzyme activity slightly; growth parameters
increased (P <0,05). It also had positive effects on the amount of photosynthetic
pigments (P <0,05). Salt stress showed the most negative effect at the concentration
of 100 mM; the salt concentration of 75 mM in SA combination gave the best results
(P <0,05). Leaf applications gave better results than root applications (P <0,05).

According to the findings obtained in this research; exogenous SA against salt stress
is gained higher tolerance to salt stress especially by application to leaves in maize.
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BOLUM 1. GIiRiS

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1.Stres kavram

Bitkiler ¢ogunlukla; dogal kosullar altinda, kisa veya uzun siireli g¢evresel stres
faktorlerine maruz kalmaktadir. Bitkilerde en iyi gelisim optimum ¢evresel kosullar
altinda gozlenir. Optimum c¢evresel kosullar icin literatiirde sifir stres terimi
kullanilir. Ancak dogada canlilarin stressiz bir ortamda yasamalar1 nadir goriilen bir
olaydir. Buchanan ve ark. (2000), stres kavramini “biiyiime ve gelismeyi olumsuz
yonde etkileyen digsal kosullar” olarak tanimlamislardir. Smith ve ark. (2010), stresli
ortamlar i¢in “optimum kosullardan 6nemli derecede sapma” ifadesini kullanirken;
Taiz ve Zeiger (2010), stresi; “sicaklik, su, oksijen gibi digsal abiyotik ve biyotik
etkenlerin canlilar agisindan dezavantajli etki gostermesi” seklinde ifade etmistir.
Tarimsal yonden disiiniildiigiinde stresle ilgili tim bu tamimlarin ortak noktasi
stresin bitkisel tiretimi ve dolayistyla diinya gida {iretimini azaltmasidir (Shabala ve
Munns, 2017). Abiyotik stres faktorlerinin, tarimsal verimliligi %50’den daha fazla
oranda azalttig1 bildirilmistir (Wang ve ark., 2003). Bu stres tanimlarinin baska bir
ortak yonl ise stres nedeni olarak c¢evresel faktorlere odaklanilmasidir. Bununla
birlikte, cevresel kosullar ve bitkilerin bu kosullara verdigi tepkiler arasinda her
zaman pozitif bir korelasyon yoktur. Ornegin 10 °C’lik sicaklik uygulamasi, sorgum
gibi tropik tiirlerin fotosentetik aktivitesinde asir1 bir azalmaya neden olurken; ¢cavdar
gibi bir tiirde daha az etkiye sahiptir (Taylor ve Rowley, 1971). Dolayisiyla bir bitki
tiirii i¢in stres olusturan etmen diger bir tiir i¢in stres olusturmayabilir (Rehem ve
ark., 2012). Bu durumda 10 °C'lik sicaklik uygulamasinin biitiin bitki tiirleri i¢in stres

anlamina gelip gelmedigi sorgulanmasi gereken bir olgudur. Benzer sekilde, agir



metallerle kirlenmis bir toprak bitki biiylimesi i¢in uygun goriilmeyebilir, ancak
metalofit bitkiler bdyle bir toprakta kolayca yetisebilir Bu ornekler, cevresel
faktorlere odaklanan bir stres kavrami yerine, belirli organizmalar lizerindeki gergek

etkilerin dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir (Hopkins, 1999).

Stres faktorleri organizmanin tiim fonksiyonel seviyelerinde degisikliklere ve
tepkilere neden olur. Stresin bitkiler {izerindeki olumsuz etkileri prensip olarak geri
doniistimliidiir, ancak kalict da olabilir. Stres etkileri genellikle bitkinin canliligini
siirdiirebilmesine, sagladigi tarimsal verime, biiyiime (biyolojik kiitle birikimi) ya da
primer asimilasyon reaksiyonlarna (CO, ve mineral alimimi) dayanilarak
6l¢iilmektedir. Bu parametrelerin tiimii bitkinin biiyiimesi ile iligkilidir (Shabala ve
Munns, 2017; Jansen ve Potters, 2017).

Bitkilerde stres olusturan g¢evresel faktorler “dis kisitlama”, “stres faktori” veya
“stresor” gibi ¢esitli sekillerde adlandirilir. Diger taraftan; bir strese maruz kalmanin
sonucu “stres durumu”, “strese yanit” veya basitce “stres” olarak adlandirilir. Stres

bir bitkinin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler reaksiyonlarinin, hiicre, doku veya

organizma seviyesinde degismesine yol agar (Leclerc, 2003).

Canl1 organizmalar i¢in Selye H., (1964) tarafindan yapilan orijinal stres kavramui, iki
ciimle ile 6zetlenebilir: Buna gore, “tim ajanlar stres ajani olarak tanimlanabilir ve
bu ajanlar hem stres hem de spesifik bir eylem iiretebilir”; ayrica “stresore karsi

bitkilerde hem 6zel hem de genel tepkiler vardir.

J. Levitt (1980), stresi, “canli organizmalar i¢in potansiyel olarak elverisli olmayan
herhangi bir ¢evresel faktor” olarak tanimlamistir. Larcher (1980), bitkilerde yapilan
cesitli gbzlemlere dayanarak ve ayrica kurakliga dayaniklilik konusundaki orijinal
konsept dahilinde bitki stresini “bir bitkide artan taleplerin ve fonksiyonlarin
baslangigta dengesizlesmesine, ardindan normallesmeye ve sonucgta da gelismis
dirence yol agan” faktorler olarak tanimlamistir. Ayrica, bitkinin hosgorii sinirlarinin
asilmasi ve uyarlanabilir kapasitenin fazla calismasi sonucunda meydana gelen

hasarin kalic1 olabilecegini ve hatta 6liime yol agabilecegini belirtmistir.



Lichtenthaler (1988), bitkilerdeki stres kavramini, stres faktorlerinin ortadan
kalkmasindan sonraki donemde bitki metabolizmasindaki yenilenme asamasini da
dikkate alarak, ayrica Ostres ve distres arasinda ayrim yaparak genisletmistir. Buna
gore Ostres; aktiflestirici, uyarict bir stres ve bitki gelisimi i¢in olumlu bir unsurdur.
Distresi ise bitkiyi olumsuz yonde etkileyen ve hasara neden olan ciddi bir stres
olarak tanimlamistir. Hafif siddetteki bir stresin hiicre metabolizmasini aktive ettigi,
bir bitkinin fizyolojik aktivitesini artirdig1, uzun bir siire boyunca bile zararl etkilere
neden olmadig1 ve bu hafif siddetteki uyarici stresin bitki i¢in faydali oldugu fikrini
savunmustur. Bu durumda stres etkilerinin, stresin dozuna veya siddetine bagh
olarak ortaya ¢iktign dikkate alinmak zorundadir. Ornegin olduk¢a diisiik
konsantrasyonlardaki herbisit uygulamasi bitki metabolizmasini ve bitki biiylimesini
uyarabilir. Bununla birlikte, 100 veya 1000 kat daha yiiksek bir konsantrasyonda,
ayn1 ksenobiyotikler, bitkiye zarar verir ve stres etkeni giderilmezse sonunda 6liime
yol acan erken yaslanmaya neden olur. Bu tiir zarar verici yiiksek dozdaki stres
uygulamalari, bitkilerin fizyolojisi ve gelisimi i¢in olumsuz etki yapar. Bu nedenle
bir distres; gercek bir stres yaratir. Bu kavram iginde, gercek stres, artik bitki
tarafindan telafi edilemeyen belirli bir stresor esiginin asilmasi durumunda ortaya
cikmaktadir. Stresor dozu ile stres etkisi arasindaki iligkinin varlig1 acik¢a
goriilmektedir, ancak su ana kadar her durumda kanitlanmamistir ve bu nedenle bu
alanda daha fazla aragtirma yapilmasi gerekmektedir (Shabala ve Munns, 2017,

Jansen ve Potters, 2017).

Stres toleransi esiginin goreceli durumu sadece bitki tiirlerine degil, ayn1 zamanda
uygulanan stres tiplerine, bitkinin stres etkisine girmeden onceki biiylime kosullarina
ve canliliga baghdir. Bitkiler ayrica stresle basa ¢ikma kapasiteleri bakimindan da
farklilik gosterir. Buna o©rnek olarak yabani otlar1 6ldiirmek i¢in kullanilan
herbisitlerin tarimsal {riinlere uygulanmasi verilebilir. Bir¢ok tarimsal bitki,
herbisitin aromatik halkasina bir hidroksil grubu ilave ederek herbisitleri detoksifiye
etme kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte, bu detoksifiye edici kapasite genellikle
yabani otlarda bulunmaz ve sonunda yabani ot 6liir (Shabala ve Munns, 2017; Jansen

ve Potters, 2017).



Stresi “bitkinin normal optimum kosullarindan bir sapma” olarak tanimlamak stresi
tanimlamada bir problem olusturmaz. Bir g¢evresel faktordeki her degisiklik bitki
metabolizmasini, biliylimesini ve gelisimini etkiler (Gaspar ve ark. 2002). Aslinda,
cevresel faktorler gilinliik ve mevsimsel dongiiler seklinde diizenli ve tahmin
edilebilir sekilde degisim gosterir. Bu nedenle bitkiler hayatta kalmak i¢in fizyolojik
plastisiteye sahip olmak zorundadir (Gaspar ve ark., 2002). Bitkilerin buna benzer
degisiklikleri fizyolojik olarak optimize etme kapasitesi bitkilerin dinamik
ortamlarinda hayatta kalmasi i¢in bilylik 6neme sahiptir (Gaspar ve ark. 2002).
Bitkiler ayrica kuraklik, sicaklik, tuzluluk veya diger stres faktdrlerine maruz
kaldiklarinda performanslarini optimize etmek i¢in metabolizmalarini ayarlayacaktir.
Selye (1964), stres tepkilerini analiz etmek i¢in bir cergceve saglayan “genel
adaptasyon 1 sendromu” kavramini gelistirmistir. Bu ¢erceve iki bilesenden olusur.
Bunlardan birincisi stresoriin dozu, digeri de organizmanin zamanla gelisen dinamik
tepkisidir. Stresoriin dozu ile ilgili olarak, Selye (1964) ve Lichtenthaler (1988),
“Ostres” olarak diisiik bir stresor seviyesinin tetikledigi pozitif, uyarlanabilir bir stres
ve “distres” olarak yiiksek bir stresor diizeyinin neden oldugu negatif bir stres
tanimlamstir. Ostres, yeni ¢evresel kosullar altinda yeni bir optimize duruma neden
olan metabolizma ayarlamalarin1 yonlendirirken, distres, yikici etkilere isaret eder.
Bir bitkinin gelisip gelismeyecegini belirleyen, dstres ve distres arasindaki dengedir.
Bu nedenle stres, bitkide artan taleplerin, fonksiyonlar1 baslangicta
dengesizlesmesine neden oldugu, ardindan normalizasyonun ve tolerans
gelistirmenin daha sonra kalict hasar veya Oliimiin oldugu bir durum olarak

tanimlanabilir (Gaspar ve ark., 2002).

Pratik terimlerle ifade etmek gerekirse, bir stresore verilen tepkilerin analizi
sonucunda; hafif stres kosullar1 altinda (Ostres-az yaygin) genetik ekspresyondaki
spesifik degisiklikler, onarim ve koruma tepkilerinin uyarilmasi, fitokimyasallarin ve
antioksidanlarin birikmesi, morfolojik ve gelisimsel diizenlemeler gibi tepkilerle
karsilagilmasi olasidir. Tersine, siddetli stres kosullar1 (distres-yaygin), oksidatif
hasar, DNA hasari, fotosentezin inhibisyonu ve hiicre 6liimii dahil olmak iizere
fizyolojik dengesizliklere yol acar (Shabala ve Munns, 2017; Jansen ve Potters,
2017).



Bitkinin UV-B’ye yanitlarinin incelendigi bir ¢alismada; Casati ve Walbot (2004), 8
saatlik disik UV-B’ye ve yiliksek UV-B’ye maruz kalan bitkiler arasinda
indiiklenmis gen ekspresyonunda sinirli bir drtiisme oldugunu gostermistir. Benzer
sekilde, Claeys ve ark. (2014), siddetli stres kosullar1 altinda (NaCl, H,O,, sorbitol ve
mannitol) bir dizi stres markoriiniin ekspresyonunun, ortaya ¢iktigini gostermek i¢in
transkripsiyon analizini kullanmis, fakat Ostres ile iligkili hafif stres kosullari altinda
bu analizden sonu¢ alamamistir. Arastirmalar, hafif stres yanitlarini izlemek i¢in
morfolojik parametrelerin Sl¢iilmesinin 6nemini tartismislardir. Brodfiihrer (1955),
diisiik UV-B dozlarinin yiiksek UV-B seviyelerinden farkli bir morfolojik tepkiye
neden oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismalar, potansiyel bir stres etkeninin diisiik ve
yiiksek dozlarda farkli bitki tepkilerini tetikleyebildigini gdstermektedir. Bu nedenle,
bitkilerin tek bir stres etkeni dozuna maruz birakildigi deneyler, bitki stres
tepkilerinin tam olarak derecesini vurgulamak zorunda degildir ve doz tepki egrileri,

stres fizyolojisinin dnemli bir yoniidiir (Lichtenthaler, 1988).

“Genel adaptasyon sendromu” kavramindaki ikinci temel husus, belirli bir strese
kars1 bitki tepkilerinin dinamikleri ile ilgilidir. Selye (1936) ve Lichtenthaler (1998),
bir organizma ilk once belirli bir strese maruz kaldiginda meydana gelen bir alarm
asamasini tespit etmistir. Eger bitki ilk stresten (yani Ostres-dominant) kurtulursa,
stres etkeni ile basa c¢ikmak i¢in metabolizmanin ayarlanmasiyla daha sonra bir
diren¢ agamasina hakim olur. Bunun yaninda stresore uzun siire maruz kalmak,
Olimle sonuglanabilen bitkinlik asamasinmi tetikleyebilir. Bu nedenle, stres
deneylerinde sadece bir kez uygulama, stresle basa ¢ikabilmek i¢in bitki
metabolizmasinin yeniden diizenlenmesinin tam kapsamint vurgulayamayabilir.
Yanit kinetigi, bitki stres biyolojisinin karmagikligini tam olarak anlamak i¢in hayati
oneme sahiptir. Bu nokta Kilian ve ark. (2007), tarafindan ayrintili bir gen
ekspresyon calismasinda vurgulanmistir. Soguk, kuraklik ve UV-B gibi strese maruz
kalmanin baslangicta nispeten yiiksek sayida genin ekspresyonunu tetikledigini
gostermistir. Daha sonra, daha fazla strese 6zgii genin eksprese edildigi bulunmus;
boylece, stres etkeni kaynakli yanitin karakteri zamanla degismistir. Bu baglamda,

farkl1 stres yanitlarinin, bitkilerin daha 6nce bu stresle karsilagsmis olmasina, yeni bir



strese maruz kalmasina ya da bu strese aliskin olmasina bagli olacagr da

belirtilmelidir.

Levitt (1980), kat1 cisimlerin maddesel 6zellikleri ile benzerliklere dayanan bir bitki
stresi kavrami gelistirmistir. Bu kavram, bir bitkiyi deforme edebilen kuvvetleri ifade
eder ve bu gerilme geri doniisiimlii (elastik) veya geri doniisiimsiiz (plastik) olabilir.
Levitt (1980), bitki iizerinde elastik bir gerilim olarak hafif stresi (Ostres)
tanimlamugtir. Elastik deformasyonlar, yeni c¢evresel kosullar altinda metabolizmay1
optimize eden geri doniisiimlii yeniden diizenlemeleri temsil eder. Bu diizenlemeler
kalict etkiler yaratacak kadar biiyiik degildir. Bununla birlikte, stresoriin etkisi daha
biliylik hale gelirse, geri doniisiimsiiz degisimler kaginilmaz hale gelir ve sonunda

hiicre 6liimiine yol agabilir.

Stresorlerin  standardin  altindaki kosullara nasil sebep olduguna odaklanan
termodinamik durum degisikligi kavrami, Tsimilli Michael ve ark. (1996) tarafindan
olduk¢a belirgin bir stres kavrami olarak gelistirilmistir. Bu kavram, fizyolojik
durum ve cevre arasinda uyum eksikligi veya fizyolojik homeostazin bozulmasi
olarak tanimlanir. Bitki stresi, bir bitki yeni bir termodinamik dengeye ulasmadan
veya 6lmeden 6nce gecici, optimal olmayan bir durumdur (Tsimilli Michael ve ark.,
1996). Cevresel parametrelerdeki degisikliklerin her yerde oldugu g6z Oniine
alindiginda, stres “gevreleriyle uyum icinde yasamaya calisan bitkilerde siirekli
durum degisikligi” anlamina gelmektedir (Shabala ve Munns, 2017; Jansen ve

Potters, 2017).

Distres ve Ostres (Selye, 1964; Larcher, 1980; Lichtenthaler, 1988), elastik ve plastik
stres (Levitt, 1980) veya termodinamik durum degisimi (Tsimilli-Michael ve ark.,
1996) kavramlarinin hepsi fizyolojik performansi belirli bir ¢cevresel kosullar kiimesi
altinda optimize eden metabolik aktiviteleri ifade eder. Hafif stres indiikleyici
kosullar (Sekil 1.1.), fonksiyonlarin baslangicta dengesizlesmesine, ardindan
fizyolojik bir ayarlamaya neden olur (Gaspar ve ark., 2002). Bu islem gen
ekspresyonunun, fizyolojik ve metabolitlerin birikimindeki degisikliklerin yani sira

biiyiimenin daha kapsamli bir sekilde yeniden yapilandiriimasini igerebilir. Ikinci tip



ayarlama, bitkinin morfolojik tepkileri ile ilgilidir. Stresoriin diisiik dozlari, stres
kaynakli morfojenik tepkiler olarak bilinen uyarlanabilir fenotipik degisiklikleri
tetikleyebilir (Potters ve ark., 2007). Sonugta biiylimenin inhibisyonu, hiicre
farklilagmast durumunda degisiklik ve lateral biiylimeye yol acan lokalize hiicre
boliinmesinin uyarilmasi nedeniyle farkli bir fenotip ortaya ¢ikar (Potters ve ark.,
2007). Biiylimenin yeniden diizenlenmesinin altinda yatan mekanizma, bitki
hiicrelerindeki ~ redoks  metabolizmasindaki ve  hormon  aktivitelerindeki
degisikliklerdir. Ekolojik bir bakis agisiyla bu durum, toleransa katkida

bulunabilecek bir kaginma reaksiyonu olarak yorumlanabilir (Potters ve ark., 2007).

Hafif strese neden olan kosullara maruz kalma, baglangictaki alarm asamasinda
cevresel kosullar (Ostresor) ile fizyoloji (Ostres) arasinda bir dengesizlige yol acar.
Buna karsilik bitki, yeni bir ortam yaratarak sonucta yeni c¢evresel kosullar altinda
fizyolojik performansi optimize eder (yani elastik bir cevap). Strese neden olan
olumsuz kosullara maruz kalmak, c¢evresel kosullar (distresor) ve fizyoloji (distres)
arasinda biiyiik bir dengesizlige yol acar. Bitki bu kosullarla metabolik olarak basa
cikamaz ve ¢oker (kirilma noktasi); bu da 6liime yol acar. Bununla birlikte, hasar
onarim mekanizmalar1 devreye sokulabilirse, plastik bir cevap ongoriilebilir (Sekil

1.1.) (Jansen ve Potters, 2017).

Elastik
cevap
Stres yok Diisiik
stres
kosullar Ostressor Sk .
Distres Onarim Plastik
Lokal 6liim cevap
Yiiksek
stres
kosullar f E .
Distressor Cokils e
Tiikenme noktasi

Olim

ALARM CEVAP SON NOKTA

Sekil 1.1. Distres ve 0Ostres, elastik ve plastik cevap ve termodinamik durum degisimi kavramlarina sematik genel
bakis (Jansen ve Potters, 2017).



Stresoriin yiiksek seviyelerine maruz kalmak (Sekil 1.1.) strese neden olur (hiicresel
fonksiyonlarin dengesizlesmesi). Termodinamik denge, bitkinin metabolizmasinin
yeni bir optimal duruma ulasamayacag: 6l¢iide bozulur, ¢oker ve bitkinin Sliimiine
yol acar. Kirilma noktasia Levitt (1980)’in perspektifinden ulasilmistir. Metabolik
acidan, bu kosullar yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin (AOT) iiretimi,
hiicresel bozulma, zar hasar1 ve muhtemelen hiicre oliimii gibi genel tepkilerle
iligkilidir. Onarim mekanizmalar1 bazi hiicresel islevlerin geri kazanilmasini
saglayabilir ya da en azindan lokal oliimlerle engelleyebilir (Sekil 1.1.). Bu, Levitt
(1980) tarafindan Onerilen plastik tepkiler kavraminmi agiklar. Plastik bir yanitin
biyolojik bir 6rnegi, biyotik bir saldiridan sonra asiri duyarli bir yanit nedeniyle

ortaya ¢ikabilecek nekrotik lekelerdir (Jansen ve Potters, 2017).

Dolayisiyla Ostres, elastik stres ve durum degisimlerinin hepsi de ayn1 sekilde ortama
aligma, diger bir deyisle aklimasyon kavramina baglidir. Stres aklimasyonu,
toleransin artmasina neden olan geri doniisiimlii, kalitsal olmayan, fizyolojik veya
biyokimyasal tepkilerin uyarilmasi olarak tanimlanir. Stres aklimasyonu, daha yavas
gerceklesen ve evrimsel siirecin bir pargasi olarak kabul edilen stres adaptasyonuyla
karistirtlmamalidir. Farkli stresorler tarafindan tetiklenebilen toplam antioksidan
noétrlestirme kapasitesi (Mittler, 2002), stres kaynakli morfojenik tepkiler (SIMR)
(Potters ve ark., 2007) ve stres kaynakli ¢igeklenme (Wada ve Takeno, 2010) gibi
baz1 aklimasyon tepkileri geneldir ve yaygindir. Diger aklimasyon yanitlar1 oldukca

spesifiktir ve sadece belirli bir strese kars1 korur.

Selye (1964), Levitt (1980), Lichtenthaler (1988) ve Tsimilli-Michael ve ark.
(1996)’nin yaklagimlart stresi tanimlayan teorik cerceveler saglamistir ve bu
cerceveler molekiiler, biyokimyasal veya fizyolojik verileri uygun baglamda
yorumlamak i¢in kullanilabilir. Teorik stres gergeveleri, bitki diinyasinda, stresin
sadece klinik bir durumdan daha fazlasi oldugunu gostermistir. Aksine, stres
kosullar1, bir bitkinin dig ¢evreyi algilamasina, uyum saglamasina ve bdylece

biliylime ve gelismeyi optimize etmesine yardimei olan 6nemli faktorlerdir.



Stres faktorlerini dogal ve antropojenik faktorler olarak ayirirsak dogal stres
faktorleri yliksek 1sinim (foto inhibisyon, foto oksidasyon), yiiksek sicaklik, diisiik
sicaklik, don, kuraklik, tuzluluk, mineral eksikligi (6rnegin azot yetersizligi), uzun
yagisl donemler, zararli bocekler, viral, fungal ve bakteriyel patojenler olabilirken;
antropojenik stres faktorleri herbisitler, bocek ilaclari, mantar ilaglari, hava kirletici
maddeler (6rnegin, SO,, NO, NO,), ozon (O3) ve fotokimyasal sis, reaktif oksijen
tirlerinin olusumu, fotooksidantlar (6rnegin, peroksiagilnitratlar), asit yagmuru, asit
sisi, asit sabah c¢iyi, asidik toprak ve su, genellikle asit yagmuru ile indiiklenen
topragin mineral eksikligi, azot fazlalig1 (kuru ve 1slak NOs5™ tortular), agir metaller
(kursun, kadmiyum, vb.), 1slah istasyonlarinda NH, ’nm asir1 iiretimi, artan UV
radyasyonu (UV-B ve UV-A), artan CO,, kiiresel iklim degisikligi gibi bir¢ok faktor

olabilir.

1.1.2. Tuz stresi

Diinya topraklarinin énemli bir kismi yiiksek Na® konsantrasyonuna bagl olarak
tuzdan etkilenmis topraklardan olusur. Bu tuzlulugun ¢ogu dogaldir; ancak, tarim
arazilerinin sulanmasi 6nemli miktarda tuzun toprak yapisina girmesine neden
olmustur (Szabolcs, 1989). Ayrica; sulama planlar1 bir¢ok iilkede yaygin tuzlanmaya
ve arazi bozulmasma neden olmustur (Szabolcs, 1989; Ghassemi ve ark., 1995).
Diinyada 800 milyon hektardan daha fazla alan tuzluluktan etkilenmektedir ve bu
alanlar diinyadaki toplam karasal alanin yaklagik %6’sina karsilik gelmektedir. Ayni
zamanda bu alanlarin 32 milyon hektar1 ikincil tuzlulukla kars1 karsiyadir. 230
milyon hektar sulama yapilan alanin 45 milyon hektar1 ise tuzdan etkilenmektedir

(Munns, 2002).

Bugiin yapilan calismalara gore Tiirkiye’de yaklasik 1 100 000 ha alan tuzlu, 390
000 ha alan tuzlu alkali ve 10 000 ha alanda alkali olmak {izere toplam 1,5 milyon ha
alanda (bunun da 9%32,5’1 sulanabilir alandir) tuzluluk ve alkalilik sorunu
goriilmektedir (Ekmekgi ve ark., 2005). Tiirkiye topraklarinin %1,7’sinde tuzluluk ve
alkalilik, %1,3’linde drenaj sorunu mevcuttur. Islenen tarim arazilerinin ise

%3,8’inde tuzluluk ve alkalilik sorunu, %9,0’unda drenaj sorunu mevcuttur (Akis ve
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ark., 2003). Sonmez ve ark., (2008)’nin yaptig1 bir calismaya gore lilkemizde yapilan
toprak etiitlerinde 1 517 695 ha olan ¢orak topraklar toplam islenen tarim arazilerinin
%S5,48’ine esdeger biiyiikliiktedir. Ayrica ayni aragtirmaci iilkemiz topraklarinda
toplam 2 775 115 ha arazide tuzluluk ve drenaj sorununun oldugunu belirtmistir.
Tiurkiye’de tim mevcut veriler corakligin olusmasinda iklim, drenaj, tarimsal

islemler ve toprak karakteristiklerinin etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Diinya genelinde bakildiginda sulanan araziler toplam ekili arazinin sadece %15’ini
temsil ederken, yagmurla beslenen arazilerin iki kat1 verim sagladigindan, diinyadaki
gidalarin {igte birinin liretimini saglamaktadir (Munns, 2005). Bu nedenle, yakin
gelecekte sulamanin “siirdiiriilemez bir uygulama” olarak birakilmasi pek olasi
degildir. Aksine, uygun tarim arazisi sikintis1 ve 2050 yilinda 9 milyar kisiyi besleme
ihtiyac1 biiyiik olasilikla sulanan arazilerin oranini artiracaktir. Bdylece, tuzluluk
sorunu, 21. yiizyilda kiiresel gida iiretimine yonelik en 6nemli tehditlerden biri

olmaya devam edecektir (Shabala ve Munns, 2017).

1.1.3. Tuzlu topraklarin siniflandirilmasi

Su ile doyurulmus bir topragin elektriksel iletkenliginin (EC) 40 mM NaCl’ye esit
olan 4 dS m™' (Richards, 1954)’i asmast durumunda bu toprak tuzlanmis olarak kabul
edilir. Tuzlulugun bu tanimi, ¢ogu {irlinlin verimini 6nemli Ol¢iide azaltan EC
degerinden faydalanilarak olusturulmustur. Dogal ortamlarda topraklarin suyla
doymus hale gelmesine nadiren rastlanir ve koklerin yasayabildigi tuz
konsantrasyonu, daha yiiksek olabilir olabilir (Rengasamy, 2002). Bu nedenle EC
degeri 4 dS m ' olan bir toprak, cogu zaman 80-100 mM NaCl konsantrasyonuna
sahip olacak ve ¢ogu {irlin ve mera tilirliniin verimini biliylik Ol¢iide azaltacaktir

(Shabala ve Munns, 2017).

ABD Ulusal Tuzluluk Laboratuvari, De Sigmond tarafindan yapilan siiflandirma
esas alinarak yeni bir siniflandirma sistemi gelistirmistir (U.S. Salinity Laboratory
Staff, 1954). Toprak tuzlulugu ve alkaliligi siniflandirmasinda topragin kimyasal
ozelliklerinden olan pH, SAR (sodyum adsorpsiyon orani), EC ve ESP (degisebilir
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sodyum ylizdesi) degerleri en 6nemli parametrelerdir (Tablo 1.1.). ESP degeri
hesaplanirken Na™un Ca™ ve Mg™’a olan orani gz 6niinde bulundurulur (Richard,
1954; Tanju, 1996; Corvin ve Lesch, 2005; Fernandes-Buces ve ark., 2006; Horneck
ve ark, 2007; Odeh ve Onus, 2008; Budak, 2012).

Tablo 1.1. Tuzlu-alkali topraklarin smiflandirilmast (Richard, 1954; Tanju, 1996; Corvin ve Lesch, 2005;
Fernandes-Buces ve ark., 2006; Horneck ve ark, 2007; Odeh ve Onus, 2008; Budak, 2012).

Sinif pH EC (dS/m) ESP (%) SAR Top. Fiz. Ozel.
Tuzsuz <85 <4 <15 <13 Tyi

Tuzlu <8.,5 >4 <15 <13 Iyi
Tuzlu-Alkali <8.,5 >4 > 15 >13 Iyi

Sodik > 8,5 <4 >15 >13 Koti

Tuzluluga neden olan tuzlar temel olarak riizgar ya da yagmur yoluyla kayalarin
asinmasindan ~ veya  havadaki = okyanus aerosollerinin  birikmesinden
kaynaklanmaktadir (Rengasamy, 2002). Tuzlu topraklarin ana tuzu NaCl’dir, ancak
Ca™, Mg™, SO,? ve CO;? bilesikleri de toprak tuzluluguna katkida bulunabilir.
Deniz suyunun kiy1 alanlarina girmesi de biiyiik miktarda tuz birikimine yol acabilir.
Tuzluluk dogal olarak (birincil tuzluluk) veya insan faaliyetlerinin (ikincil tuzluluk)

bir sonucu olarak ortaya cikabilir.

Dogal tuzluluk, yagisin az oldugu ve tuzun toprak altinda kaldig1 yerlerde meydana
gelir. Tuz, mevsimsel yagis ile kok bolgesine girip ¢ikarak “gecici tuzluluk™ terimini
ortaya cikarir (Rengasamy, 2002). Ne tarimsal ne de miihendislik uygulamalar1 bu
tuzluluk bicimini ele alamaz. Bu alanlarda verimliligi artirmanin tek yolu genetik

caligmalarin gelistirilmesidir.

Topraktaki Na" miktarmin artmasi, Na' iyonlarinin topraktaki kil pargaciklarina
baglanmasindan kaynaklanir. Bu olay toprak yapisinin bozulmasima neden olur.
Boylece toprak 1slandiginda fazlaca su ¢eker ve kurudukea sertlesir. Boyle sodyumlu
topraklar bitki biiylimesini etkiler, ¢ilinkii kokler sert toprak tabakalara niifuz

edemez (Qadir ve Schubert, 2002). Degisebilir sodyum ylizdesinin (ESP) 15’ten
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bliyiik olmas1 durumunda, toprak sodik olarak tanimlanir. Bu tanim, Richards (1954)
'm “alkali” teriminin es anlamlisidir. Cogu sodik toprakta pH degeri 7’nin tizerinde
olup, pH degeri toprak tuzlulugunun karbonat, bikarbonat, kloriir veya siilfat
tuzlarindan olusup olusmadigina bagli olarak degisir (Szabolcs, 1989). Baz1 sodik
topraklar da tuzludur veya ¢ok yiiksek pH, bor toksisitesi, aliiminyum toksisitesi ve
mikro besin eksikligi gibi ciddi kimyasal kisitlamalara sahiptir (Qadir ve Schubert,
2002; Rengasamy, 2002).

Ikincil tuzlulugun iki ana nedeni sulama, asir1 otlatma ve bir bdlgenin dogal
vejetasyonunun yok edilerek tarim arazilerinin ac¢ilmasidir. Sulama sistemleri, tuzlu
sulama suyu veya asir1 sizma ve ardindan yiikselen su seviyeleri nedeniyle tuzlanma
ve su baskinlarina neden olabilir (Rhoades ve ark., 1992). Bitkiler tarafindan
topraktan uzaklastirilan tuz miktar1 thmal edilebilir diizeydedir, dolayisiyla tuz kok
bolgesinde birikir. Bu birikim yikanarak ve drenaj ile azaltilabilir. Tuza toleransh
bitkiler, tuza duyarli bitkilerin topragi yikama ihtiyacinin sadece yarisina ihtiyag
duyar (Rhoades ve ark., 1992). Bu nedenle, bitkilerin tuz toleransinin iyilestirilmesi,
hem su almak hem de tuzlu suyu atmak i¢in gerekli olan sulama maliyetlerini
azaltabilir. Kiiresel 6l¢ekte, su anda ekilebilir arazinin her 3 dakikada bir hektarinin
ikincil kaynakli tuzlanma nedeniyle verimsiz hale geldigi tahmin edilmektedir (Zhu
ve ark., 2005). Ayrica; sulanan arazilerin 10 ila 20 mega hektarinin (Mha) her yil
sifir iiretkenlige dogru bozuldugu tahmin edilmektedir (Choukr-Allah, 1996; Hamdy,
1996).

Tuzluluk ayn1 zamanda kuru tarimdan da kaynaklanabilir (Halvorson, 1990). Bu
“kuru tuzlulugun” sebebi, kuru tarim igin arazi agilmasi ve ¢ok yillik dogal bitki
ortiisiiniin tek yillik {irtinlerle yer degistirilmesidir. Cok yillik derin koklii dogal bitki
ortiisiiniin, s1g koklii tek yillik mahsuller veya meralar ile degistirilmesi, toprak
altinin daha 1slak olmasina ve s1g koklerin ulasamayacagi yerde daha biiyiik drenaja
yol agarak sonugta artan su seviyelerine yol acar. Orta derecede yagis alan bolgelerde
(350-600 mm) tarim arazisi agilmasi, su seviyelerinin yiikselmesine ve tuzlu su
sizintilar1 olusmasina neden olur. Tek yillik {riinler biitiin yagmuru kullanmaz ve

orjinal ¢cok yillik bitki ortiistinden daha fazla yagmur suyunun koklerinden kagmasina
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izin verir. Bu "kuru tuzluluk", iiriin rotasyonlariyla yonetilebilir. Yonca gibi koklii
cok yillik tiirlerin yetistirilmesi su seviyelerini diisiirebilir (Dunin ve ark., 2001).
Ancak yalnizca drenaj yapabilen yani suyu alan (kokli ¢ok yillik bitkiler, yonca gibi)
tirler icin degil, su seviyesi diisiiriildiigiinde toprakta bir miktar tuz birakilacagindan

tek yillik bitkiler i¢in de tuz toleransi gerekecektir.

1.1.4. Tuzlulugun ekonomik etkileri

Toprak tuzlulugunun ABD, Avustralya, Cin, Hindistan ve Pakistan da dahil olmak
iizere diinyanin bir¢ok {iilkesinde gida iiretimi tizerinde 6nemli bir etkisi vardir ve bu

da tarim sektoriine yillik yaklagik 27,3 milyar dolar zarar vermektedir (Qadir ve ark.,

2014).

Tirkiye’de tuzlulugun sorun oldugu ovalar incelendiginde Harran, Amik, Konya ve
Asagi Seyhan ovasi dikkati gekmektedir. Son yillarda hizla artan tuzlanmanin etkileri
tarimsal iretimi olumsuz yonde etkilemektedir. Tuzlulugun siddeti arttik¢a verim
kayb1 da artmaktadir. Ornegin; Harran ovasinda tuzluluk sonucu pamuk ve bugday
iiretiminde meydana gelen ekonomik kaybin 4 811 347 TL, briit kaybin ise 1 971 968
TL oldugu bilinmektedir. Ayrica pamuk {retiminde verim kaybi1 hafif tuzlu
topraklarda 840 kg/ha, orta tuzlu topraklarda 1 040 kg/ha, siddetli tuzlu topraklarda 1
700 kg/ha’dir (Topaloglu, 2006).

Toprakta tuzluluk sorununa kolay bir ¢6ziim yoktur. Topragin tuzlanmasinin sulama
veya arazi acgilmasindan kaynaklandigi durumlarda, sorun, {iriin rotasyonu veya
drenaj gibi degisik tarimsal yontemlerle ¢oziilebilir. Tuzlulugun toprakta dogal
olarak mevcut oldugu, kiiresel 1sinmanin ve deniz suyunun ylikselmesinin yol actig
deniz suyunun karismasindan kaynaklandigi durumlarda temel mahsullerin tiretimi
ancak daha fazla toleransli cesitlerin yetistirilmesiyle ¢oziimlenebilir (Shabala ve

Munns, 2017).
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Kinoa gibi yeni halofitik mahsullerin gelistirilmesi, olduk¢a tuzlu topraklarda
hayvanlari otlatmak i¢in tuza toleransh yemlik bitkilerin kullanilmas1 gibi girisimler

kiiresel gida tiretimini korumanin alternatif bir yoludur (Shabala ve Munns, 2017).

Su mevcut oldugunda, yeni sulama planlar1 gelistirme ekonomisi konusunda kararlar
alimmas1 ve bu kararlarin ¢evresel ve sosyal etkilerinin diisliniilmesi gerekmektedir.
Sulama suyunda baglangicta tuz orani diisiik olmasina ragmen, bir¢ok sulama sistemi
kisa siirede toprak tuzlulugunu artirmaktadir (Szabolcs, 1989). Ilerleyen
zamanlardaki zor kararlar ise, sulama veya arazi agilmasi nedeniyle tuzlu hale gelmis

topraklarin nasil aritilacagidir.

1.2. Tuzluluktan Kaynaklanan Fizyolojik Sinirlamalar

1.2.1. Osmotik stres

Topraktaki 4 dS/m veya 40 mM’lik tuz konsantrasyonu, bitkilerin su alma
kabiliyetini olumsuz etkileyen yaklasik -0,2 MPa’lik bir osmotik potansiyele sahiptir.
Bir ¢6zeltinin osmotik potansiyeli, ¥ = -mRTi formiilii ile hesaplanabilir. Burada ¥
osmotik potansiyeli (MPa olarak ifade edilir), m konsantrasyonu (litre su basina
molalite), R evrensel gaz sabitini, T Kelvin cinsinden mutlak sicaklifi ve i de
iyonlasma sabitini ifade eder. Bu osmotik etki, biiyliyen dokularda hiicre genisleme
hizin1 ve yapraklardaki stoma acikliginin derecesini ayarlamak i¢in igsel sinyaller
olusturabilir. Stoma CO; iletkenligindeki azalma, yapraklardaki fotosentetik etkinligi
sinirlar, bunun sonucunda asimilatlarin bitkinin hem yaprak hem de koklerdeki
(yapraklar genellikle koklerden daha fazla etkilenmesine ragmen) meristematik ve
biliyliyen dokularina taginim hizi azalir (Munns ve Sharp, 1993). Osmotik stres
olusumu ortamda bulunan suyun kullanilabilirligini azaltir ve bu olaya “fizyolojik

kuraklik™ denir (Tuteja, 2007).

Toprak tuzlulugundaki artisin ardindan azalan yaprak biiylime hizi temel olarak
tuzun kokler etrafindaki osmotik etkisinden kaynaklanmaktadir. Toprak

tuzlulugundaki ani bir artis, yaprak hiicrelerinin su kaybetmesine neden olur, ancak
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bu hiicre hacmi ve turgor kayb1 gecicidir (Passioura ve Munns, 2000). Saatler i¢inde,
osmotik diizenleme sayesinde hiicreler orjinal hacmini yeniden kazanir, ancak buna
ragmen, hiicre biiylime hiz1 azalir (Passioura ve Munns, 2000; Fricke ve Peters,
2002). Giinlerle ifade edilebilecek siirecte ise, hiicre uzamasinda ve hiicre
boliinmesinde azalma, yaprak biiyiime hizinda azalma ve bitkinin toplam biliyilime
hizinda azalma meydana gelir. Yaprak alanindaki genislemeden daha fazla

kalinlagsma meydana gelir ve bu nedenle yapraklar sukkulent bir yap1 kazanir.

Orta dereceli tuz stresinde, lateral siirgiin gelisiminin inhibisyonu haftalar sonra
belirgin hale gelir ve aylar sonra erken ¢iceklenme veya daha az sayida cigcek
olusturma sonucunda reproduktif gelisim iizerinde olumsuz etkiler ortaya ¢ikar. Bu
stire zarfinda, bazi yasli yapraklar 6lebilir. Ancak gen¢ yapraklarin tiretimi devam
eder. Bitki biiylimesindeki tiim bu degisiklikler, tuzun osmotik etkisine verilen

tepkilerdir ve kuraklik tepkilerine benzerdir (Shabala ve Munns, 2017).

Yaprak gelisimindeki azalma, kok disindaki tuzlardan kaynaklanmaktadir. Bu
azalmanin biiylik 0Ol¢lide tuzun osmotik etkisinden dolayr olmasi, konsantre
Hoagland ¢ozeltisi (Termaat ve Munns, 1986), KCI gibi diger tek tuzlar, mannitol,
polietilen glikol (PEG) gibi iyonik olmayan ¢oziiciilere benzer karisik tuzlar
kullanilarak yapilan deneylerle desteklenmistir (Yeo ve ark., 1991). Bu farkh
osmotik potansiyellerin tiimii, yaprak genislemesi iizerinde NaCl ile benzer kalitatif
etkiye sahiptir. Kokler yapraktan ziyade dogrudan tuza maruz kaldiklarindan,
celigkili goriinse de benzer bir durum, koklerde de goriiliir. Ancak kok hiicrelerinin
su alimi konusunda sahip olduklar1 kontrol mekanizmalari, asir1 miktardaki tuzu
dislama kabiliyeti ile birlestiginde, tuz igeriklerini hassas bir sekilde kontrol

etmelerini ve toksisiteyi dnlemelerini saglar (Shabala ve Munns, 2017).

Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda ilgili biyokimyasal mekanizmalari1 devreye

sokmaktadirlar. Bunlar Sekil 1.2.’de sematik olarak gosterilmistir.
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APOPLAST iyonlarin disari
iTOSOL VE ORGANELLER

atilmasi

/ VAKUOL \

Ozmotik diizenleme
Ozmotik koruma

iyon kompartimantasyonu iyon (K'!) taginimi

iyon segiciligindeki degisimler

Ozmotik dizenleme

Bitki biyume duzenleyicileri

Proton pompalanmasinin artmasi

Proton gradientinin

Akuaporin aktivite kontrol

surekliligi

Antioksidant aktivite

/III
-

iyonlarin
uzaklastiriimasi

Hlicre ¢eperi

modifikasyonu

Sekil 1.2. Bitkilerde tuz stresi ile ilgili biyokimyasal fonksiyonlarin sematik gésterimi (Y1lmaz ve ark., 2011).

1.2.2.1yon stresi

Tuzlulugun bitki biiylimesi iizerinde neden oldugu ikinci ana kisitlama, hiicre
sitozoliindeki Na' toksisitesi ve iyonik dengesizliktir. Na" ve K" arasindaki fiziko-
kimyasal 6zelliklerin benzerligi (yani iyonik yarigap ve iyon hidrasyon enerjisi)
nedeniyle, Na" enzimatik reaksiyonlar, protein sentezi ve ribozom fonksiyonlar1 gibi
sitoplazmada anahtar metabolik islemlerde ana baglanma béolgeleri icin K ile
rekabet eder (Marschner, 1995). 50°den fazla sitoplazmik enzimin K tarafindan
aktive edildigi disiliniildiigiinde, hem koék hem de yaprak dokularinda
metabolizmanin bozulmasi s6z konusudur. Tuzluluk ayrica bir bitkinin Ca+2, N, P ve
Mg"? gibi diger temel besinleri alma ve metabolize etme yetenegini de etkiler. Bu
siirece asagida listelenen cesitli ana faktorler katkida bulunmaktadir (Shabala ve

Cuin, 2008). Bunlar Sekil 1.3.’te sematik olarak da gosterilmistir.

a. Topraktaki yiiksek Na" konsantrasyonlari, bircok temel besin maddesinin
aliniminm1 6nemli Ol¢iide azaltir ve bunlar1 bitkiler i¢in daha az kullanilabilir

hale getirir (Sekil 1.3.’te K" igin gosterildigi gibi). Ornek olarak, toprak
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¢ozeltisinde 100 mM NaCl’nin varligi Ca™ alimiminda yaklasik ti¢ kat diisiise

neden olur.

b. Na'; K', Mg™ veya NH;" gibi bircok 6nemli katyonla dogrudan rekabet
edebilir (Sekil 1.3.). Bu olay tasiyicilarin afinitesini hem diistirerek (6rnegin;
se¢ici olmayan katyon (NSCC)) hem de yiikselterek (6rnegin HKT) etki

gosterebilir.

c. Pozitif yiikli Na' plazma membranini gegtiginde onemli bir membran
depolarizasyonu meydana gelir. Bu depolarizasyon, termodinamik olarak
membrandan gegmesi imkansiz olan bir¢ok temel katyonun pasif olarak
alinmasini saglar ve ayni zamanda, bazilarmin akisin1 énemli Olciide artirir
(6rnegin, depolarizasyon yoluyla K’ sizintisi-K™ kanallarmin disa dogru

aktiflestirilmesi; Sekil 1.3.’teki KOR).

d. Tuzlu kosullar altinda bitkiyi osmotik etkiden korumak i¢in kullanilan ¢esitli
osmolitlerin sentezinin artirilmasi mevcut ATP havuzunu ciddi sekilde azaltir
ve yiiksek afiniteli katyon alimini daha da sorunlu hale getirir. Bu ayni
zamanda; NOs~ veya PO, gibi anyonlarin taginmast icin gerekli enerji H'-
ATPaz aktivitesi ile saglanmasindan dolay1 bunlarin alimini da énemli 6l¢iide

azaltir.
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MERKEZI

SILINDIR EPIDERMIS

K+
Na*

K+

K*, Na*

H%

H+
Na*

KSILEM

Sekil 1.3. Tuzlu kosullarda bitki koklerinde radyal Na ve K aliminin ve ksilem yiiklenmesinin ana yollari
(Shabala ve Munns, 2017).

1.2.3. Oksidatif stres

Oksidatif stres, kimyasal olarak reaktif olan oksijen tiirlerinin (AOT) biyolojik
yapilar iizerindeki toksik etkisi olarak tanimlanmaktadir. Hem osmotik olarak
indiiklenen stoma kapanmasi ve hem de tuzlu kosullar altinda sitozolde yiiksek
seviyelerde toksik Na' birikmesi fotosentetik sisteme zarar verir ve bir bitkinin
fotosentetik pigmentler tarafindan absorbe edilen 15181 tam olarak kullanma
kapasitesini azaltir. Bu, yesil dokularda AOT olusumuna yol agar. AOT nin zararh
etkileri, hiicresel membranlarda lipid peroksidasyonuna sebep olmasi, DNA hasari,
protein denatiirasyonu, karbohidrat oksidasyonu, pigment par¢alanmasi ve enzimatik
aktivitenin bozulmasi gibi etkilerdir (Scandalios, 1993; Noctor ve Foyer, 1998). AOT
iiretiminin ana kaynaklari, hiicre duvari peroksidaz ve amin oksidaz, plazma zari
NADPH oksidaz, mitokondri, kloroplast ve peroksizomlardaki hiicre i¢i oksidazlar
ve peroksidazlardir. Tiim bu AOT Tablo 1.2.°de verilmistir. Canlilar bu AOT’ ni
detoksifiye etmek i¢in enzim ve antioksidan maddelere sahiptirler. Bunlar Tablo

1.3.’te verilmistir.
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Serbest Radikal
Stiperoksit radikali
Hidroksil radikali
Hidroperoksil radikali
Karbonat radikali
Peroksil radikali
Alkoksil radikali

Karbondioksit
radikali

Tekli radikal

0,”
OH
HOy
CO5~
RO,
RO

CO, ~

021 Zg+

Radikal olmayan

Hidrojen peroksit H,0,
Hipobromoz asit HOBr
Hipoklordz asit HOCI
Ozon (OR

Tekli oksijen 021 Ag
Organik peroksitler ROOH
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrat O,NOO®
Peroksinitrdz asit ONOOH
Peroksomonokarbonat HOOCO,

Tablo 1.3. AOT ile ilgili bazi enzim ve antioksidan maddeler (Gechev ve ark., 2006).

Enzim/Antioksidan

SOD

CAT

APX

MDHAR

DHAR

Fonksiyon

O, ‘nin dismutasyonu ile H,0,

olusumunu saglar.

Indirgeyiciye gereksinim
duymadan H,0,’yi detoksifiye

eder.

Indirgeyici olarak askorbat ile

H,0, detoksifikasyonu saglar.

Indirgeyici olarak NAD(P)H ile
monodehidroaskorbat

radikallerini indirger.

Indirgeyici olarak GSH ile
dehidroaskorbat radikallerini

indirger.

Lokalizasyon

sit, klo, mit, per

mit, per, gli

sit, klo, mit, per

sit, klo, mit

sit, klo, mit



GR

POX

GPX

GST

Askorbat

Glutatyon

a-tokoferol

Karotenoidler

Flavonoidler

Tablo 1.3. (Devami)

Indirgeyici olarak NADPH ile
yiikseltgenmis glutatyonu

indirger.

Indirgeyici olarak cesitli
substratlart kullanarak H,0,’yi
detoksifiye eder; hiicre duvari
polimerleri ile etkilesim

icindedirler.

Indirgeyici olarak GSH
kullanarak lipidleri
hidroperokside eder ve H,0,’yi
detoksifiye eder.

Lipit hidroperoksitleri
detoksifiye eder ve DHAR

aktivitesi sergiler.

APX substratidir; H,0,’1
detoksifiye eder.

Glutatyon  transferazlar  ve
glutatyon rediiktazlarin
substratidir. H,O, ve diger
hidroperoksitleri detoksifiye

eder.

Membran lipitlerini
peroksidasyondan korur, lipit
peroksitlerini  detoksifiye eder

ve '0, giderir.

'0, giderir, ABA’nin haberci
molekiilidir; fotosentezde
etkindir.

Direk olarak H,O, temizler.

sit, klo, mit, per

sit, hd, mit, vak

sit, klo, mit, er

sit, klo, mit, nuk, apo

sit, klo, mit, per, apo, vak

sit, klo, mit, per, apo, vak

membranlar

klo, kro, ami

vak

20

hd: hiicre duvari, apo: apoplast, sit: sitozol, klo: kloroplast, kro: kromoplast, ami: amiloplast, mit: mitokondri, er:

endoplazmik retikulum, vak: vakuol, per: peroksizom, gli: glioksizom, nuk: niikleus
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Genel olarak, tuzlu kosullar altinda AOT iiretimi fotosentez ve solunum gibi iki
anahtar metabolik islemin bozulmasina sebep olur. Bitkiler, su kaybin1 en aza
indirmek icin stoma iletkenligini azaltarak tuz stresine cevap verirler. Sonug olarak,
absorbe edilen 15181n miktar1 fotosentezde kullanilabilecek 151k miktarini asar (Ozgiir
ve ark., 2013). Bu, fotosistemler yoluyla elektron tasima hizim1 azaltir ve AOT
dretiminin artmasma neden olur (Allakhverdiev ve ark., 2002). Mitokondriyal
solunum, tuz kaynaklt AOT {iretiminin bir bagka ana kaynagidir. Tuz stresi sirasinda
ubikinon havuzunun asir1 indirgenmesi, elektronlarin mitokondriyal elektron tagima
zincirinin I ve III komplekslerinden, O, iiretimi ile sonuglanan molekiiler oksijene
verilmesine yol agar (Noctor ve ark, 2007; Miller ve ark., 2010). Dogal olarak tuza
toleransli halofit tiirler, ~AOT detoksifikasyonu i¢in ubikinon havuzundan
elektronlar1 uzaklastirmak ve H,O olusturmak {izere bunlar1 oksijene transfer etmek
i¢cin alternatif oksidazin (AOX) aktivitesini artirir (Ottow ve ark., 2005; Millar ve
ark., 2011). Temel olarak; Arabidopsis’teki alternatif oksidazin (Ataoxla) asiri
ekspresyonu, AOT olusumunu azaltmis ve tuz stresi sirasinda biiyiimeyi %30-40

oraninda artirmistir (Smith ve ark., 2009).

Tuzlu kosullar altinda AOT {iretimi sadece yaprakta degil aym1 zamanda kok
dokularinda da meydana gelir (Luna ve ark., 2000; Mittler, 2002; Miller ve ark.,
2008). Arabidopsis’te, kokiin 100 mM NaCl’ye maruz kalmasi, hidroksil radikali
iiretiminde 2,5 ila 3 kat artisa neden olurken, 250 mM NaCl, 4 ila 4,5 kat HO" artisin1
tetiklemistir (Demidchik ve ark., 2010). Koklerde AOT birikimi ¢ok hizli gergeklesir
(dakikalar i¢inde) ve hiicre metabolizmasi iizerinde hizli ve ¢ok onemli bir etkisi
vardir. Ilk olarak, AOT hizli bir Ca™ alimm tetikleyen Ca™ gegirgen plazma
membran kanallarint dogrudan aktive eder (Demidchik ve ark., 2003). Sitozolik
Ca™da ortaya cikan artis, NADPH oksidazi aktive eder ve pozitif geri bildirim
mekanizmalariyla sitozolde Ca™ seviyelerinde daha fazla artisa neden olur
(Lecourieux ve ark., 2002). AOT’nin ayrica belirli bir K™ gegirgen NSCC (Segici
olmayan katyon kanali) kanali sinifin1 aktive ettigi bilinmektedir (Demidchik ve ark.,
2003). Sitozolden biiyiik bir K sizintist; sitozolik K™ havuzunda hizl bir kiigiilme ile
sonuclanir (Shabala ve ark., 2006). Birlikte ele alindiginda, sitozolik Ca™da siirekli

. + o . . .
yiikselme ve K" havuzunun tiikenmesi kaspaz benzeri proteazlari aktive eder ve
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programlanmis hiicre 6liimiini tetikler (Shabala, 2009) (Sekil 1.4.). Bitki koklerinde
tuzluluk kaynakli programlanmis hiicre 6liimii, stresin baglamasindan bir saat sonra

gbzlenir. Bu, tuzluluk stresinin osmotik bileseninin etkisiyle karsilastirilabilir.

Ca™ Sitosolik K*

havuzunun
kigiilmesi

h, l
I Kaspazlarin
aktiflestirilmesi
0,

(proteazlar gibi)

Programlanmis
hicre 8lumi

Sekil 1.4. Bitkilerde apoptoz sirasinda 6nerilen iyon spesifik sinyal modeli. KOR, depolarizasyonla aktiflestirilen
disa dogrultucu K" kanali; NSCC, segici olmayan katyon kanali; PCD, programlanmus hiicre 6liimii;
AOT, aktif oksijen tiirleri (Shabala, 2009).

1.2.4. Bitki biiyiimesi iizerine etkisi

Toprak suyundaki tuzlar, bitki biiylimesini iki nedenden dolay1 inhibe eder:

a. Toprak ¢ozeltisindeki tuzun varligi, bitkinin su alma kabiliyetini azaltir ve bu
da biiylime hizinin azalmasina yol acgar. Buna tuzlulugun ozmotik veya su
eksikligi etkisi denir.

b. Eger bitkiye asir1 miktarda tuz girmisse; transpirasyon akisindaki tuz;
transpirasyon yapan yapraklara zarar verir ve bu da biiylimede daha fazla
diisiise neden olabilir. Buna tuzlulugun tuza 6zgii veya iyon fazlalig1 etkisi
denir (Greenway ve Munns, 1980). Tuz toleransi tanimi, genellikle uzun siire
bliyiimeden sonra, tuzlu olmayan topraktaki bitkilere gore tuzlu topraktaki

bitkilerin biyokiitle tiretiminin yiizdesidir. Yavas biiyiiyen, uzun omiirlii veya
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kiiltiir bitkisi olmayan tilirler i¢in, biyokiitle tretimindeki azalmay:
degerlendirmek genellikle zordur, bu nedenle g¢ogunlukla hayatta kalma

yiizdesi kullanilir.

Toprak ¢ozeltisindeki tuz ("osmotik stres"), yaprak biiyiimesini, bundan daha az
oranda kok biiylimesini, stoma iletkenligini ve dolayisiyla fotosentezi azaltir (Munns,
1993). Ilgili hiicresel ve metabolik siirecler kurakliktan etkilenen bitkilerle tuzdan
etkilenen bitkiler arasinda ortaktir (Munns, 2002). Yeni yapraklarin olusturulma hizi
kuraklik stresi altindaki bir bitki i¢in oldugu gibi biiyiik 6l¢iide toprak ¢ozeltisinin su
potansiyeline baghidir. Tuzlarin kendileri, biiyliyen dokularda biiylimeyi engelleyen
konsantrasyonlarda birikmez. Meristematik dokular, biiylik 6l¢iide tuzun etkili bir
sekilde cikarildig1 floemden beslenir ve hizla uzayan hiicreler, ksileme ulasan tuzu
genisleyen vakuolleri i¢erisinde barindirabilir. Bu nedenle, bitki tarafindan alinan tuz

yeni yapraklarin biiylimesini dogrudan engellemez (Shabala ve Munns, 2017).

Bitki igindeki tuz yaslt yapraklarin yaslanmasini artirir. Tuzun uzun siire boyunca
yapraklarin i¢ine tasinmasi, ¢ok yiiksek Na™ ve CI” konsantrasyonlarina neden olur ve
bitkiler oliir. Yaprak 6liim hizi, bitkinin hayatta kalabilmesi i¢in ¢ok énemlidir. Yeni
yapraklar stirekli olarak eski yapraklarin oliimiinden daha yiiksek bir oranda
iretilirse, sayilar1 az olsa da bitkinin ¢igek ve tohum iiretmesine yeterli miktarda
fotosentez yapar. Bununla birlikte, yaprak oliim orani yeni yapraklarin iretilme
hizin1 agarsa, bitki tohum iiretmek i¢in hayatta kalamaz. Tek yillik bir bitki igin,
yaprak alani ¢iceklenmeyi baslatmak ve tohum olusturmak i¢in gerekli fotosentetik
riinleri saglamak i¢in heniiz yeterliyken zamana kars1 bir yaris olur. Cok yillik
tiirler i¢in ise, dormansiye girme ve bdylece stresi atlatma sansi vardir (Shabala ve

Munns, 2017).

Bu iki durum, zaman i¢inde tuzluluga iki fazli bir biiyiime tepkisi verilmesine neden
olur (Munns, 1993; Munns ve ark., 1995). Bilyiime azalmasinin ilk asamasi hizla
gerceklesir ve koklerin disindaki tuzdan kaynaklanir. Daha sonra; gelismesi zaman
alan ve i¢ zararlanmalarla sonuglanan ikinci bir biiyiime azaltma asamas1 vardir. ilk

bliylime azalmasi, tuzun koklerin disindaki ozmotik etkisinden kaynaklanir ve tuza
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duyarli bir bitkinin daha toleransli bir bitkiden ayirt edici 06zelligi, tuzun
transpirasyon yapan yapraklarda zaman i¢inde toksik seviyelere ulagmasini

engelleyememesidir.

1.2.5.Fotosentetik mekanizmanin bozulmasi

Tuzlulugun en kolayca Ol¢iilebilen bitki tepkisi, stoma agikligindaki bir azalmadir.
Stoma yanitlari, kuskusuz, tuzun koéklerin disindaki osmotik etkisiyle indiiklenir.
Tuzluluk, stoma iletkenligini hizli bir sekilde etkiler. Oncelikle ve gecici olarak
kararsiz su iligkileri nedeniyle ve kisa bir silire sonra absisik asidin (ABA) lokal
sentezi sebebiyle stoma iletkenligi etkilenir (Fricke ve ark., 2004). Arpaya 100 mM
NaCl ilavesinde 10 dk icerisinde fotosentetik dokularda ABA’da kisa siireli bir artig
tespit edilmistir (Fricke ve ark., 2006). Ancak, ABA’nin dokudaki seviyeleri kontrol
konsantrasyonlarina donerken, azalan transpirasyon hizi saatler iginde stabilize
olmustur (Fricke ve ark., 2004; Fricke ve ark., 2006). Bu stoma yaniti, muhtemelen
kurak topraklardaki bitkilerde oldugu gibi kdk sinyalleriyle diizenlenir (Davies ve
ark., 2005). Bu durum tuzlu alanlarda dengeleme basinci uygulanarak su seviyesi
yiiksek tutulan bitkilerde stomanin kapanmasi ile kanitlanmistir (Termaat ve ark.,

1985).

Tuz uygulanmis bitkilerde birim yaprak alani basina fotosentez hizi, stoma iletkenligi
azalsa bile genellikle degismez (James ve ark., 2002). Bu paradoks, hiicre
anatomisindeki, daha kii¢iik ancak daha kalin yapraklarin olusumuna neden olan ve
birim yaprak alani basina daha yiiksek bir kloroplast yogunluguna yol agan
degisikliklerle aciklanmaktadir. Fotosentez, birim alan yerine klorofil bazinda ifade
edildiginde, tuzluluktan kaynaklanan bir azalma genellikle Olgiilebilir. Her iki
durumda, da tuzluluktan dolay1 yaprak alanindaki azalma, bitki basina fotosentezin

her zaman azaldig1 anlamina gelir.

Fotosentetik dokularda tuz birikimi, bitistk grana membranlarinda yigilma,
tilakoidlerin biiziismesi veya sismesi ve klorofillerin par¢calanmasi gibi birgok soruna

yol acar. Ayn1 zamanda kloroplast sayisinda azalma ve kloroplast kiimelenmesi gibi
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sonuglar da ortaya cikabilir. Tuza bagli olarak klorofil miktarindaki azalma klorofil
sentezinin azalmasindan veya klorofilin parcalanmasinin artmasindan olabilir.
Klorofil par¢alanmasi genellikle klorofilaz enziminin aktivitesinin artmasiyla ortaya

cikar (Parida ve Das, 2005; Ashraf, 2004; Rahman ve ark., 2000).

Bitkinin tuzluluga karsi direncinin biiylik bir kismi, kuraklik ve diger abiyotik
streslerde de oldugu gibi fazla 15181 dagitma yeteneginden kaynaklanir (Chaves ve
ark., 2009). Su stresinin, fotosentez lizerindeki etkileri diisiik toprak nemi veya
yiiksek toprak tuzlulugundan dolayr dogrudan (6rnegin, stomalar ve mezofil yoluyla
difizyon simirlamalar1 ve fotosentetik metabolizmadaki degisiklikler gibi) veya
birgok stes faktoriiniin iist liste binmesinden kaynaklanan oksidatif stres gibi dolayli

olabilir (Chaves ve ark., 2009).

Yiiksek tuzlulukta, yapraklarda asir1 seviyelerde tuz birikebilir. Tam olarak
toksisitelerini nasil ortaya ¢ikardiklari bilinmemektedir. Apoplastta birikebilirler ve
mezofil hiicrelerini dehidre edebilirler, sitoplazmada birikebilirler ve karbonhidrat
metabolizmasinda yer alan enzimleri inhibe edebilirler veya kloroplastta birikebilir
ve fotosentetik aktiviteyi etkileyebilirler. Hasarm Cl~ yerine Na' kaynakli olmasi
muhtemeldir, ancak bu kesin olarak bilinmemektedir (Munns ve Tester, 2008).
Na’nin toksik etkisi dogrudan fotosistemler iizerine veya H' ile baglantili Na" ¢ikis

mekanizmalarini etkilemesi nedeniyle pH homeostazi iizerinde olabilir.

1.2.6.Klorofil a floresansi

Bitkisel verimliligi etkileyen her tiirlii cevresel stres faktorii fotosentez olayimi da
etkilemektedir. Bu nedenle stres fizyolojisi ile ilgili ¢caligmalarda en fazla incelenen
olaylardan biri de fotosentezdir. Giiniimiize kadar fotosentez hizinin veya
fotosentetik aktivitenin Olgiilmesine yonelik bircok metod gelistirilmistir. Bu
yontemler genellikle gaz alis veriginin, atmosferden alinan CO, miktarinin, atmosfere
verilen O, miktarinin ya da fotosentez sonunda olusturulan karbonhidratlardan ileri

gelen agirlik artisinin 6l¢iilmesi ilkesine dayanmaktadir (Kacar, 2006).
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Gilinlimiizde fotosentezin Ol¢ililmesinde kullanilan en modern ve hassas teknik
klorofil a floresansidir (Maxwell ve Johnson, 2000; Hunt, 2003; Baker ve
Rosenqvist, 2004). Klorofil a floresans veriminde bazi degisimlerin meydana geldigi
ilk olarak Kautsky ve ark., (1960) tarafindan gozlenmistir. Bu arastiricilar
fotosentetik materyalin karanlik ortamdan aydinliga ¢ikarilmasi durumunda klorofil a
floresans1 veriminde ¢ok kisa bir siire icin artis oldugunu gézlemislerdir. Klorofil a
floresans analizlerinin temel prensibi oldukga basittir. Klorofil molekiilleri tarafindan
absorblanan 151k enerjisinin izleyebilecegi ii¢ yol vardir. Absorblanan 151k enerjisi ya
elektron tasimim reaksiyonlarinin gergceklesmesi i¢in kullanilir ya da ortama 1s1 veya
151k olarak geri verilir. Absorblanan 15181n ortama daha uzun dalga boylu 151k olarak
geri verilmesi olayma “floresans” adi verilir. Bu olay kloroplastlardaki klorofil a
molekiilleri tarafindan gergeklestirildigi i¢in genel olarak “klorofil a floresans1”
olarak bilinmektedir. Bu ii¢ olay birbiriyle siirekli rekabet halindedir ve herhangi
birinin etkinligindeki artis, diger ikisinin etkinliklerinin azalmasia yol agar. Bu
durumda klorofil floresans veriminin 6l¢iilmesi ile fotokimyasal olaylarin etkinligi ve
1s1 olarak ortama geri verilen enerji miktar1 hakkinda da bir fikir elde

edilebilmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000).

Klorofil a floresansi dlgiimleri ile FS II’'nin durumu hakkinda bilgi elde edilmektedir.
Klorofil molekiillerinin absorbladigi 1s1k enerjisinin ne kadarmin fotosistem II
tarafindan kullanildig1 ve fazla 1s1k enerjisi nedeniyle FS II’de meydana gelen zararin
boyutlar1 gibi konularda fikir vermektedir. FS II’de meydana gelen elektron
hareketleri, tim fotosentez hizi hakkinda belirleyici etkiye sahiptir. FS 11 aym
zamanda, 151k etkisiyle cesitli zararlarin meydana geldigi fotosentetik aygitin en
duyarl bolgesi olarak bilinmektedir. Herhangi bir stres faktoriiniin etkili oldugu ilk
bolgenin de FS II oldugu bilinmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000). Bu teknigin
sagladigi en biiylik avantajlardan biri de, herhangi bir stres faktoriiniin gézle goriintir
belirtilerinin  gdzlenmesinden ¢ok daha oOnce stres etkilerinin belirlenmesini
saglamasidir. Klorofil a floresansi dlglimleri ile bir bitkinin fotosentetik performansi
hakkinda degerli bilgiler elde edilmektedir. Ancak bu metodun asil avantajli olan
yani, diger metodlarla elde edilemeyen bazi bilgiler saglamasidir. Floresans analizleri

ozellikle bitkilerin herhangi bir stres faktoriinii tolere edebilme yetenegi ve bu stresin
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fotosentetik aygit {iizerinde neden oldugu zararin boyutlar1 hakkinda bilgi

saglamaktadir.

1.2.6.1. Klorofil a floresansi indiiksiyon kinetikleri

Klorofil a floresans kinetikleri, farkli ¢evresel stres faktorlerinin fotosentez
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢in kullanilan olduk¢a modern ve hassas bir
tekniktir (Kalaji ve ark., 2011). Klorofil floresans dl¢timleri ile ilgili en 6nemli nokta,
FS II’nin ilk elektron akseptorii olan QA’nin redoks durumudur. QA okside durumda
iken floresans diisiik, QA indirgenmis durumda (QA") ise floresans yiiksektir. Bu
durumda klorofil floresans verimi QA™“nin net konsantrasyonu ile ilgilidir

(Govindjee, 2004).

Klorofil a floresans indiiksiyon kinetikleri ile ilgili 6l¢timlerden 6nce, yapraklara 6zel
klipsler yardimiyla 45-60 dk boyunca karanlik adaptasyonu uygulanir. Bdylece
elektron taginim sistemi elektronlardan tamamen kurtarilir ve tiim bilesenler okside
forma gegcirilir. Daha sonra yaprak yilizeyine yiiksek yogunlukta 151k uygulandiginda
floresans sinyalleri “O” noktasindan (F,; minimum floresans) “J” noktasma (F;)
ulagir. Yaklasik 3 ms i¢inde meydana gelen bu artisin nedeni, QA’nin FS II
tarafindan indirgenmesidir. Daha sonra floresans sinyalleri yaklasik 30 ms i¢inde “I”
noktasina ulasir (F,). Cilinkii bu noktada plastokinon havuzu tamamen indirgenmistir.
Son asamada ise floresans sinyalleri yaklasik 300 ms icinde, FS TI’in elektron
akseptor bolgesi tamamen indirgendigi i¢in “P” noktasina ulasir (F,, maksimum
floresans) ve daha sonra birka¢ dakika icinde floresans azalmaya baglar. “O”
noktasinda biitiin QA molekiilleri okside durumda oldugundan, reaksiyon merkezleri
aciktir ve primer fotokimyasal olaylar hizlidir. “P” noktasinda ise tim QA
molekiilleri indirgenmis oldugundan, reaksiyon merkezleri kapalidir. Elde edilen
floresans sinyalleri ile zamanin logaritmik degerleri arasindaki iliskiyi gosteren
grafige “OJIP egrisi” ad1 verilir (Govindjee, 2004). Bu egrinin sekli klorofil a iceren

tiim fotosistemler i¢in benzerdir (Sekil 1.5.).
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Sekil 1.5. OJIP egrisi ve 6nemli zaman noktalar1

OJIP egrisinin farkli noktalarindaki klorofil a floresansi sinyallerinden faydalanilarak
gelistirilen “JIP testi” giiniimiizde bitki stres fizyolojisi alaninda fotosentetik aygitin
cevresel faktorlerde meydana gelen degisimlere verdigi cevaplarin arastirilmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Yusuf ve ark., 2010). JIP testi, Strasser (1981)
tarafindan olusturulan “biyomembranlardaki enerji akis teorisine” dayanan ve 151k
verilen tiim fotosentetik canlilarda gozlenen polifazik ve hizli floresans kinetiklerinin
analiz edilmesini saglayan bir kavramdir. JIP testi arastirmacilara FS II aktivitesi,
floresans sinyalleri ve bunlarin analitik olarak ifade edilmesi arasindaki iligkileri
inceleme imkan1 sunmaktadir (Bussotti ve ark., 2007). Bu yontem FS II igerisinde
meydana gelen enerji giris ve ¢ikislart arasindaki dengeyi ifade eden basit esitliklere
dayanir. Boylece JIP testi hem absorblanan 1sik enerjisinin fotosentetik aygit
igerisinde izledigi yol ve bu enerjinin akibeti hakkinda hem de stres altindaki

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

JIP testinin uygulanmasiyla hesaplanan bazi parametreler reaksiyon merkezi
(reaction center; RC) basina veya yaprak birim alani (cross section; CS) basina 151k
enerjisinin absorbsiyonu (absorbtion; ABS) ile ilgili enerji akislari, eksitasyon
enerjisinin yakalanmasi (trapping; TR) ve elektron taginimi (electron transport; ETR)
ile ilgilidir. Ancak terminolojik anlamda kolaylik saglamak i¢in reaksiyon merkezi
basina hesaplananlar “spesifik enerji akislar1”, yaprak birim alam1 basina

hesaplananalar da “fenomenolojik enerji akislar1” olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin
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ortaya ¢ikarilmasinda, bazilar1 6l¢iilen bazilar1 da hesaplanmis olan parametrelerden
faydalanilmaktadir. JIP testi ayn1 zamanda FS II’nin yapisinda bulunan sekonder
elektron alicist olan kinon B’yi (QB) indirgeyemeyen reaksiyon merkezlerinin
miktarinin ve FS II icerisindeki birimlerde meydana gelen enerji akislar1 hakkinda da
bilgi saglamaktadir. JIP testi ile elde edilen ve bitki stres fizyolojisi alaninda

kullanilan baz1 6nemli parametreler Tablo 1.4.’te verilmistir.

Tablo 1.4. JIP testinden elde edilen bazi parametreler ve tanimlar1 (Kalaji, 2011).

Floresans parametresi  Tanim

Herhangi bir zaman noktasindaki gercek floresans
F, Karanlik adaptasyonu saglanmig 6rnekte tiim FS II reaksiyon

merkezlerinin agik oldugu andaki minimum floresans (t=0 noktasinda)

F; OJIP egrisinin “J” noktasindaki floresans (t=3 ms)
F, OJIP egrisinin “I” noktasindaki floresans (t=30 ms)
Fn Karanlik adaptasyonu saglanmig 6rnekte tiim FS II reaksiyon

merkezlerinin kapali oldugu andaki maksimum floresans

F, Fotokimyasal olmayan tiim prosesler minimum seviyede iken
maksimum degisken floresans

Fy/Fu FS II'nin 151k toplayict anten molekiilleri tarafindan kimyasal enerjiye
dontstiiriilmek iizere absorblanan 15181in maksimum verimi yani FS

II’nin maksimum kuantum etkinligi

F./F, FS II’nin donor bodlgesinde fonksiyonel olan fotoliz olaymin etkinligi
ABS/RC Reaksiyon merkezi basina FS II’nin ortalama anten boyutu
ET,/RC FS II’de reaksiyon merkezi basina QA’dan sonraki basamaklardaki

maksimum elektron tasinimi (t=0 noktasinda)
TR,/RC FS II’de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve QA nin indirgenmesini

saglayan maksimum enerji (t=0 noktasinda)

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

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

Alan OJIP egrisinin lizerinde kalan, F, ile F,, arasinda bulunan ve

indirgenmis plastokinon (PQ) havuzunun boyutunu ifade eden bdlge

tFm Fm’ye ulasilmasi i¢in gereken zaman

AV/At, Kapali reaksiyon merkezlerinin birikim hizi

\% OJIP egrisinin “J” noktasindaki degisken floresans (t=3 ms noktasinda)
kx Uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal olmayan reaksiyonlar i¢in

deeksitasyon katsayisi
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Tablo 1.4. (Devami)
Uyarilmis antenlerdeki fotokimyasal reaksiyonlar i¢in de-eksitasyon
katsayis1
F..’ye ulagilincaya kadar gegen siirede QA nin indirgenme sayisi
Performans indeksi
FS II’nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii
Tiim reaksiyon merkezlerinin kapanmasi i¢in gereken enerji
Fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan hiz sabitlerinin toplami(kytkp)
Yakalanan bir eksitonun bir elektronu QA’dan elektron taginim
sistemine hareket ettirme etkinligi
Termal dissipasyonun kuantum verimi
QA’dan PQ’ya elektron tasginiminin kuantum verimi
Fotokimyasal (aydinlik) reaksiyonlarin performans gostergesi
Is1ga bagimli olmayan (karanlik) reaksiyonlarin performans gostergesi
PQ’dan FS I’in son elektron akseptoriine elektron taginiminin kuantum
verimi
Elektronlarin sistemler arasi elektron tastyicilarindan FS I’in akseptor

bolgesine taginim hizi

1.2.7.Metabolik bozukluklar

Fotosentez ve biiyiime hizi arasindaki sebep-sonug iligkisini ¢ézmek zor olabilir.

Diistik bir fotosentez hizinin biiylimenin yavaslamasinin nedeni mi yoksa sonucu mu

oldugunu belirlemek her zaman kolay degildir. Tuz stresinin baslamasiyla, fotosentez

hizinda goriilen azalmanin tek nedeni, yine tuz stresinin neden oldugu yaprak

bliylime hizindaki azalma olmayabilir (Cramer ve Bowman, 1991; Passioura ve

Munns, 2000; Fricke ve ark., 2004). Bunun diger bir sebebi de kullanilmayan ve

depo edilmis olan karbohidrat miktarindaki artis da olabilir (Munns ve ark., 2000).

Ancak, zamanla, kaynaktaki geri bildirim inhibisyon mekanizmasi, fotosentez hizin

bliylime inhibisyonundan kaynaklanan azalma talebine uyacak sekilde hassas bir

sekilde ayarlayabilir (Paul ve Foyer, 2001). Biiyliyen dokularda kullanilmayan

fotosentat birikimine neden olan yavaslamis yaprak genislemesi, fotosentezi

azaltmak icin geri bildirim sinyalleri {iretebilir.
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Bir bitkinin kuraklik veya tuzluluk kosullarinda maruz kaldigi su stresi siiresince
karbon dengesi, suyun tiikkenmesi sirasinda fotosentez hizindaki azalmanin
derecesine ve hizina baglidir (Chaves ve ark., 2009). Stres yavas yavas gelisirse ve
fotosentez az bir diisiisle devam ederse, karbonhidrat metabolizmasi, biiyiime
proseslerinden osmotik ayarlama saglayan ¢oziiniir karbonhidrat havuzlarina; eger
stres yagmur veya sulama ile azaltiliyorsa, yeni bir biiylime kaynagi saglayan
depolama bilesiklerine (nisasta, fruktanlar) yonlendirilir. Bununla birlikte, eger stres
siddetli ise ve olgun yapraklar zamanindan 6nce yaslanirsa, o zaman karbon dengesi

bozulur ve bitki olir.

Osmotik diizenleme i¢in gereken giderler de bir bitkinin karbon dengesini etkiler.
Osmotik diizenleme i¢in fotosentez iirlinlerinin biliylimeden ziyade ¢06ziinebilir
karbonhidrat havuzlarina yonlendirilmesi gerekli degildir. Na” ve Cl“nin alimi ve
ayrimi i¢in, osmolitlerin sentezi i¢in ATP’ye ihtiya¢ vardir. Halofitler ve daha
toleransh bitki tiirleri, osmotik diizenlemelerinin biiyiikk bir kismi i¢in organik
bilesikler yerine iyonlar1 kullanir, ancak yine de, zararlart vardir. Bu, onemli
miktarda solunum enerjisinin bu olaylara yonlendirilmesini gerektirir (Shabala ve

Munns, 2017).

Yukarida bahsedilen metabolik bozukluklar, en azindan uzun vadede bitkiye faydali
olan adaptif mekanizmalardir, ancak zararli ve potansiyel olarak Oliimciil olan
rahatsizliklara da doniisebilirler. Bu zararli ve 6liimciil olaylar metabolik hiicrelerde

Na' konsantrasyonlar1 kontrol edilmezse ve toksik seviyelere yiikselirse ortaya ¢ikar.

Halofitler, yapraklardaki iyon konsantrasyonu zamanla arttikca bu iyonlar
vakuollerde biriktirerek Na“ ve Cl  toksisitesinden kacinir. Halofitlerden in vitro
olarak elde edilen enzimlerin tuz stresine halofit olmayanlardan elde edilen
enzimlerden daha fazla tolerans gostermemeleri; vakuolde Na™ ve CI* biriktirme
mekanizmasinin, yiiksek toprak tuzluluguna uyum i¢in temel bir mekanizma
oldugunu gosterir (Flowers ve ark., 2015). Ornegin, halofitlerden Atriplex spongiosa
veya Suaeda maritima’dan elde edilen enzimler, NaCl’ye karsi test ortamlarinda

fasulye veya bezelyeden ekstrakte edilen enzimler kadar hassastir (Greenway ve
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Osmond, 1972). Bu durum, Sekil 1.6.°da malat dehidrojenaz enzimi igin

gosterilmistir. Halofitlerden elde edilen enzimler dogal olarak tuza toleransli degildir.

:

:

Enzim aktivitesi (3% kontrol)
8 8

=

D 0 200 300 400 B
NaCl miktari mM

Sekil 1.6. Tuzun, Atriplex spongiosa (koyu semboller) ve fasulye (Phaseolus vulgaris) (agik semboller) kaynakl
malat dehidrojenazin aktivitesi lizerindeki etkisi

1.2.8.Na" toksisitesi

Hiicrelerdeki veya dokulardaki Na" miktar1 zamanla arttiginda Na" hiicrelerin i¢inde
boliinmelidir/paylastirilmalidir, bdylece sitoplazmada ve organellerde
konsantrasyonlar diisiik tutulur ve belirli bir seviyenin {izerine ¢ikmaz.
Sitoplazmanin sitozolik bileseni i¢in bu kritik konsantrasyon muhtemelen 10-30 mM

civarindadir (Munns ve Tester, 2008), ancak bazi organeller i¢in daha yliksek

olabilir.

Na' toksisitesi iyi tanimlanmamis olmasina ragmen yaygin bir kavramdir. Na', bazi
C4 tiirlerinin onsuz gelisemedigi ve birgok C3 tiiriiniin topraktaki diisiik Na'
konsantrasyonlarindan faydalandig: bilindigi i¢cin genellikle potansiyel olarak toksik
bir iyon olarak adlandirilir (Kronzucker ve ark., 2013). Ilging bir sekilde, Na"’nin
neden toksik oldugu ve hangi konsantrasyonda toksik oldugu hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Cheeseman (2013), sitozolde proteinler ve elektrolit konsantrasyonlar1
arasindaki karmasik iligkilere dikkat ¢ekmistir; bir protein yapisinda, iyonik kuvvet
ve hem proteinlerdeki hem de sitozoldeki protein komplekslerinin stabilitesi, bireysel

iyon Ozelliklerinin yani sira yiik yogunluguna da baghdir.

Sitozoldeki Na’ konsantrasyonlarmin dogrudan 6l¢iimii, hacim ¢ok kiiciik

oldugundan zordur; hiicre duvar ile organeller arasinda sadece 1-2 um’lik ince bir
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tabaka bulunur. Bitkilerde yapilan tek in vivo ¢aligma, 200 mM NaCl’de biiyiliyen
arpa koklerinin korteks hiicreleri iizerinde olmustur. Katyon spesifik elektrotlar
kullanilarak, 2-28 mM sitozolik Na" ve 40-60 mM arasinda sasirtic1 derecede diisiik
bir K* aktivitesi bulunmustur (Carden ve ark., 2003). Hayvan hiicreleri icin daha
fazla bilgi mevcuttur. Yaklasik 150 mM Na' ile sivi iginde yikanan kalp kasi
hiicrelerinin sitozolik Na" degeri sitozolde 10 mM’dan az olarak kaydedilmistir (Bers
ve ark., 2003). Bu deger 25 mM’a yiikseldiginde kalp krizi gergeklesir (Murphy ve
Eisner, 2009).

Bu konudaki diger yaklagim, bitki meristemlerinde ve mikroalglerde bulunan kiigiik
vakuollere sahip hiicrelerde yapilan dlgiimlerdir. Bu veriler, Na~ igin 20-50 mM
araliginda konsantrasyonlar1 gostermektedir. 100 ve 335 mM NaCl iceren ortamda
yetistirilen Chlorella’da yapilan bir ¢alismada sadece 21 mM Na' bulunmustur
(Greenway ve Setter, 1979). Siirgiin ve kok uc¢larinin analizleri sonucunda da, orta ila
yiiksek NaCl konsantrasyonlarma maruz kalan bitkilerde 20-50 mM Na'
bulunmustur (Munns ve ark., 1988; Lazof ve Lauchli, 1991; Zhong ve Lauchli, 1994;
Munns ve Rawson, 1999). Buradan, sitozoldeki normal Na" konsantrasyonlarinin
yaklasik 10 mM oldugu ve toksik etkiler olusmadan 6nce konsantrasyonlarin 10 ila

50 mM olabilecegi sonucuna varabiliriz.

In vitro enzim calismalari, Na™un 30 mM NaCl iizerindeki konsantrasyonlarda
enzimleri inhibe etmeye basladigin1 géstermistir. Bazi calismalarda, NaCl igermeyen
kontrole kiyasla, 100 mM tuz konsantrasyonuna kadar énemli bir inhibisyon yoktur
ve bir aktivite uyarimi belirgindir (Sekill.5.) Bununla birlikte, maksimum degere
kiyasla, 30 mM NaCl’den itibaren progresif bir aktivite inhibisyonu vardir. Bu,

sitozolde varsayilan konsantrasyon ile tutarlidir (Shabala ve Munns, 2017).

Bitki mitokondrisindeki iyonlar Ol¢lilmemistir, bu nedenle hayvanlar igin veriler
uygun olabilir. Sigcanlarin kalp hiicrelerinde, in vivo olarak floresansla tahmin edilen
mitokondrilerdeki Na", yaris1 sitozolde olmak iizere yaklasik 10 mM’dir (Donoso ve

ark., 1992). Na"un bir dizi teknikle in vivo olarak tahmini yaklastk 6 mM olarak
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kabul edilmistir (Bers ve ark., 2003; Murphy ve Eisner, 2009). Bu yazarlar

mitokondriyal konsantrasyonun sitozolden daha diisiik oldugunu diisiinmektedir.

Bir dizi NaCl konsantrasyonuna maruz kalan izole edilmis bitki mitokondrileri, in
vivo olarak mevcut oldugu anlasilan 10 mM Na dan cok daha yiiksek Na
konsantrasyonlarini tolere eder. Bir dizi tahil ve sebze tiirlinden elde edilen
mitokondri ile, O, alimmin 6nemli inhibisyonu, sadece 100 mM NaCl’iin iizerinde
meydana gelmistir (Flowers ve Hanson, 1969; Flowers, 1974; Campbell ve ark.,
1976). Bezelyeden izole edilen mitokondri halofit Suaeda maritima’ninkilere benzer
sekilde yanit vermistir (Flowers, 1974). KCI’iin NaCl ile benzer etkileri oldugu
bulunmus ve bu sonu¢ Cl’un de inhibitdr etkiye sahip oldugunu diislindiirmektedir.
Ciinkii sukroz ve mannitol gibi organik maddelerin olusturdugu osmotik basing, ¢ok

daha yiiksek konsantrasyonlara kadar solunumun inhibisyonuna neden olmamastir.

Flowers ve Hanson (1969), evre III solunumunun (ADP eklenmis) inhibisyonunun,
oksitlenen substrat ile degistigine isaret etmektedir. Bu olay Jacoby ve ark. (2016)
tarafindan daha ayrintili bir sekilde arastirilmistir. Dis kaynakli NADH substrat
olarak saglandiginda ve elektron akisi, i¢ zar boyunca bir proton gradientinin
olusmasiyla birlestirildiginde NaCl tarafindan 50-200 mM araliginda solunumun
uyarilabilecegini gOstermistir. Substratin siiksinat veya malat oldugu durumlarda,
eklenen NaCl’e yanit olarak progresif bir inhibisyon vardir; boylece solunum 100
mM NaCl’de %50 azaltilmistir. Yani, farkli elektron tagima yollari, 0 mM ila 200
mM arasindaki NaCl konsantrasyonlaria farkli tepkiler gostermistir. Tiim yollar,

400 mM’1n tizerindeki NaCl konsantrasyonlar ile inhibe edilmistir (Jacoby ve ark.,

2016).

Kloroplastta mitokondri ve sitozoliin aksine, Na" ve CI” konsantrasyonlar1 100 mM
civarinda en uygun gériinmektedir. Ornegin, 200 mM NaCl’de yetistirilen 1spanaktan
izole edilen kloroplastlar 165 mM Na' ve 117 mM CI icermektedir ve NaCl
eklenmeden yetistirilen kontrol bitkilerinden izole edilen kloroplastlar 96 mM Na' ve
100 mM CI icermektedir (Robinson ve ark., 1983). Yiiksek tuzlulukta yetisen

halofitlerde benzer degerler bulunmustur (Flowers ve ark., 2015). Bununla tutarl
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olarak, izole edilmis kloroplastlardaki O, olusumu, 100 mM {izerindeki NaCl
konsantrasyonlart uygulanincaya kadar inhibe edilmemistir (Preston ve Chritchley,

1986).

1.2.9.CI toksisitesi

Cl" toksisite sorunu siklikla glindeme gelir. Asir1 derecede yiiksek CI°
konsantrasyonlarindaki yapraklar, Naun ¢ogunu disarida tutan tiirlerde toksisiteye
neden olabilir. “Cl duyarli” olarak kabul edilen ve CI' alimindaki genetik
varyasyonun tuz toleransi ile korelasyon gosterdigi tiirler, yani Na "u eski koklerde,
saplarda ve yaprak saplarinda durdurarak yapraklarda nispeten disiik
konsantrasyonlarda tutanlar gibi goriinmektedir (6rn. soya fasulyesi, narenciye,
asma). Bunlar, muhtemelen osmotik diizenleme i¢in simirl yetenekleri nedeniyle,

gorece tuza duyarl kategoriye girer (Shabala ve Munns, 2017).

Sirastyla Na® veya CI' olan veya olmayan farkli tuz ¢ozeltilerinde Dbitki
yetistirildiginde toksisite, Cl” yerine Na' ile iliskilendirilmistir. Baz1 tiirler hemen
hemen Na"’un tamamini yaprak laminasindan uzak tutarlar, fakat C1" boyle degildir.
Boylece Cl' disardaki cozeltiye paralel olarak ylikselir, 6rn. fasulye, Phaseolus
vulgaris (Seemann ve Chritchley, 1985). Tersi asla gerceklesmez. Na'-dislayan
tirlerde, CI" toksik konsantrasyonlara yiikselebilir, ancak bu, Cl ‘un Na'’dan daha
toksik oldugu anlamina gelmez. Cl toksisitesinin ne toksik oldugu konsantrasyon ne
de sitoplazmik bdlmelerdeki optimal konsantrasyonunun nedeni bilinmektedir. izole
edilen bir¢ok enzimin aktiviteleri, NaCl ve KCI’e neredeyse ayni tepkileri gosterir;
Ornegin, fasulyeden izole edilen malat dehidrojenaz, NaCl ile KCI’e ayni cevabi
gostermistir (Sekil 1. 6.). Goriiniiste; bu, Cl ‘un tuz etkisinin toksik bileseni oldugunu
gostermektedir. Protein sentezini katalize eden ribozomal sistem gibi bir enzim
kompleksi incelendiginde, Cl ‘un toksik bir etkisi oldugu anlasilmaktadir. Cesitli
bugday tiirlerinin tohumunun translasyon sisteminden elde edilen mRNA ekstrakti
100-200 mM potasyum asetatta optimalken ve asetat i¢cin K~ veya CI” yerine Na"
uygulanmasi inhibe edicidir (Gibson ve ark., 1984). Benzer bir bulgu Flowers ve

Dalmond (1992) tarafindan da bildirilmistir.
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Dokulardaki yiiksek Cl° konsantrasyonlar: ile iliskili toksisite, iyonun bir protein
tizerindeki dogrudan etkisi yerine Cl ‘un veya eslik eden anyonlarin boliimlenmesi,

veya yiik regiilasyonunun saglanmasi i¢in gereken enerjiden kaynaklanabilir.

1.2.10. Toksikoloji ve doku toleransi

Flowers ve ark. (2015)’nin 6nerdigi gibi toksisite ve toksikoloji kavrami 6nemlidir.
Toksikolojide, organizmanin toksik bilesige maruz kalmasinin uzunlugu ve ayrica
organizmanin maruz kaldigi diger stresler, sonucu etkilemektedir (Miller ve ark.,
2000). Bunun nedeni, belirli bir konsantrasyonda toksik hale gelen AOT gibi inhibe
edici bilesiklerin yavag birikmesi olabilir veya tuzla ve/veya inhibe edici bilesiklerle
miicadele etmek i¢in sitoplazmik organellerdeki iyon konsantrasyonlarini muhafaza

etmek i¢in gereken enerji miktarinin tilkenmesi ve talebini agsmasi olabilir.

Hiicre ve dokuya zarar vermenin kesin olarak, esik toksisite seviyesinin {izerine
yiikselen Na"a degil, goriiniiste, 10-30 mM arasinda olabilen esik degerin altindaki
sitozolde Na' seviyesini korumak i¢in ATP’nin siirdiiriilemez harcamalarmin neden
oldugu bir enerji agigma bagli olmasi olasidir. Baska bir deyisle, Na un doku
yaralanmadan 6nce toksik bir seviyeye ulasmamasi miimkiindiir: Bu durumda hiicre
ve doku 6liimiine neden olan sey Na""u vakuolde, sitozol ve mitokondri disinda
tutmak i¢in harcanan enerjidir. Bu hiicre ve doku 6liimiine neden olur. Yapraklarinda
¢ok diisik Na’' bulunan tiirlerde, asimilatlar1 biiyiime siire¢lerinden spesifik

metabolitlerin sentezine yonlendirmek harcanan ayrica bir enerjidir.

Doku toleransi, Na" veya Cl“un yiiksek konsantrasyonunu tolere etme kabiliyeti
olarak diisiiniilebilir. 50100 mM Na’ 100-150 mM Cl“dan daha yiiksek anlamina
gelir. “Bir hiicrenin, x mM'nin iizerinde Nau yani sitozol i¢in toksik olan bir
konsantrasyonu” tolere edebilme kabiliyeti, gibi daha kesin bir tanim1 olmas1 tatmin
edici olacaktir. Fakat yukarida gosterildigi gibi, bu potansiyel toksik
konsantrasyonun ne oldugunu bilemeyiz. Bir genotipin Na'  yaprak

konsantrasyonlarini bir bagkasinin iistiinde tolere edebilmesi belirli bir siire ve belirli
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bir tuzluluk derecesi i¢in gecerli olacaktir, ¢linkii altta yatan osmotik stresin derecesi

ve maruz kalma siiresi de 6nemlidir (Shabala ve Munns, 2017).

Na’ toksisitesine ¢ok fazla odaklanilirken; bazi calismalar da muhtemelen
metabolizma {izerinde belirli olumsuz etkilere sahip yiiksek Na'/K' oraninin
(Greenway ve Munns, 1980; Maathuis ve Amtmann, 1999) veya disik K'
ihtimalinin altin1 ¢izmislerdir (Shabala ve Cuin, 2008; Shabala ve Pottosin, 2014).
Ozellikle K”a gerek duyan enzimler hassas olabilir. Tuzlu topraklarda yetisen
bitkilerin dokularindaki K™ konsantrasyonlarinin daha diisiik oldugu ve yapraklarin
veya koklerin NaCl’e ani maruz kalmasmin K’ sizintisma neden oldugu iyi
bilinmektedir. Arpa gibi bazi tiirlerde tuz toleransindaki genotipik farkliliklar K
muhafazasindaki, genotipik farkliliklar ile baglantilidir (Wu ve ark., 2015b).

1.3. Tuzluluga Kars1 Genetik ve Fizyolojik Yanitlar

1.3.1. Genel simiflandirma

Bitki tiirleri, tuzluluga tolerans gosterme kapasitelerinde biiyiik Olgiide degisiklik
gosterir. Baslica tarimsal bitkiler arasinda arpa, pamuk, seker pancar1 ve kolza en
toleransli olanlardir; ekmeklik bugday orta derecede toleransh iken, piring ve
baklagil tiirlerinin cogu hassastir. Diinyada en ¢ok yetistirilen ti¢ tahil iiriinii bugday,
piring ve muisirdir. Bugday, 150 mM NaCl’e (15 dS/m) kadar tuzlulukta
yetistirilebilir. Piring tuza ¢cok daha duyarhdir. Misir tuz duyarhilig1 agisindan bu iki
tiirlin arasinda bulunur. Diinyanin 6nemli yem tiirlerinden yonca ise en toleransh

tiirdiir (Munns, 2007).

Ekin, mera ve bahge bitkileri arasindaki tuz toleransi bakimindan degisimin kapsamli
bir arastirmasi, Maas ve Hoffman (1977) tarafindan yapilmistir (USDA-ARS, 2011).
Bu arastirma, her bir tiir i¢in, verimde azalma yokken ve bu degerin altindaki verimle
artan tuzluluk arasinda dogrusal bir azalma oldugu esik bir tuzluluk orani
sunmaktadir. Bu esik degeri tiirler arasindaki toleransi karsilastirmak i¢in ¢ok yararli

bir baslangi¢ noktasidir. Ornegin, piring verimi 3 dS m™' (30 mM NaCl); bugday
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verimi ise 6-8 dS m ' (60-80 mM NaCl) degerinde EC’de diismeye baslar (Tablo
1.5.). Miiteakiben artan tuzluluk oranma sahip pirincin dogrusal verim diisiisi,

bugdayn iki katidir.

Tablo 1.5. Bazi kiiltiir bitkilerinde tuzluluga bagli olarak verimdeki nispi azalma (Chinnusamy ve ark., 2005)

Uriin EC (esik degeri) Verimlilikteki nispi azalma
dSm (Her dS m™"deki % kayip)

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

Solanum melongena L. (Patlican) 1,1 6,9

Allium cepa L. (Sogan) 1,2 16,0

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

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

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

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

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

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

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

Arachis hypogaea L. (Yerfistigr) 32 29,0

Soja hispida Moench. (Soya fastilyesi) 5,0 20,0

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

Beta vulgaris L. var. altissima (Doll) Helm. 7,0 5,9

(Seker pancart)

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

Hordeum vulgare L. (Arpa) 8,0 5,0

Parabolik egri iliskilerinin, toplam biyokiitle degil verim i¢in oldugu
vurgulanmalidir. Toprak tuzlulugu ile toplam biyokiitle arasindaki iliski, ekili tiirlerin
¢ogu ic¢in dogrusaldir. Diisiik tuzluluk, yaprak alani azaltilsa bile tahil verimini

azaltmayabilir, ¢linkii azaltilmis yaprak alani i¢in tane doldurma sirasinda depolanan
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karbonhidrat rezervlerinin yeniden yapilandirilmasiyla bir telafi s6z konusudur.
Kiiltiir tiirleri arasinda ve kendi iclerinde tuzlu topraklarda verimi artirma potansiyeli

acisindan 6nemli bir gesitlilik vardir (Shabala ve Munns, 2017).

1.3.2. Halofitlerde genetik degiskenlik

Halofitler, kurak ¢6llerdeki hali¢lerden kalint1 tuz gbllerine kadar degisen ortamlarda
bulunan dogal tuzlu toprak florasinin elemanlaridir. Vaskiiler halofitler, bir¢ok
cicekli bitki familyasina dagilir ve bazi otlari, calilar1 ve agaglari igerir (Flowers ve
Colmer, 2008). Avustralasya (Avustralya, Yeni Zelanda, Yeni Gine adas1 ve Pasifik
Okyanusu’ndaki komsu adalar1 kapsayan Okyanusya’da bir bdlge) bdlgesinin iyi

bilinen halofitleri tuz mantarlar1 (Atriplex tiirleri) ve mangrovlardir.

Tuz seven bir bitki anlamina gelen “halofit” terimi, tuzlu bolgelere 6zgii birgok
bitkinin iyi biiylimesi i¢in biraz tuz gerektirdigi gozlemini yansitir: Bazilar
maksimum biiyiimeye ulagsmak i¢in 10-50 mM NaCl’e ihtiyag duyar ve Atriplex
nummularia gibi birka¢ halofit en iyi 200 mM NacCl igeren ortamda biiyiir. Pek ¢ok
halofit, deniz suyuna yakin veya hatta daha yiiksek olan tuzluluklarda biiyiiyebilir
(Shabala ve Munns, 2017).

NaCl en fazla ¢6ziiniir ve en yaygin tuz oldugundan, tiim bitkiler tuz birikimlerini
diizenleyen mekanizmalar gelistirmistir. K™ ve NO;~ gibi diisiik konsantrasyonlarda
yaygin olarak bulunan diger besin maddelerini lehine segmistirler. Cogu bitkide, Na"
ve CI topraktan su alinirken kokler tarafindan etkin bir sekilde dislanir (Munns,
2005). Halofitler, bu diglamay1 glikofitlerden daha yiiksek tuzluluk derecelerinde
koruyabilir. Ornegin, Hordeum marinum, 450 mM NaCl’ye kadar hem Na” hem de
Cl'‘u disarda tutar. Tuzluluk kurak ve yar1 kurak topraklarin ortak bir ozelligi
oldugundan, bitkilerin tuzlulugun yani sira kurakligin da neden oldugu diisiik toprak
su potansiyelini tolere edebilecek mekanizmalar gelistirmesi sasirtict degildir.

Boylece osmotik strese tolerans, ¢ogu glikofit ve halofitin bir 6zelligidir.
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Artan tuzlulukla birlikte biiyiimede Onemli bir artisa sahip olan tiirler ancak
dikotiledonlar olabilir; monokotiledon tiirler, artan tuzluluga kars1 pozitif bir biiylime
yanitina ¢ok az sahiptir veya hi¢ yoktur. Ayni sekilde, cogu halofit, dokularinda
bitkinin kuru agirligma biiyiik dlciide katkida bulunan yiiksek konsantrasyonlarda
NaCl biriktirir. Ornegin, tuzlar, optimum 200 mM NaCl konsantrasyonunda
biyiitilen 4. Nummularia’nmin  kuru agirhgmin  yaklasik %10’una  katkida
bulunmustur. Halofitlerin yaprak dokularindaki tuz konsantrasyonu, 500 mM’den
daha yiiksek olabilir; bu, glikofit tiirlerde bulunan maksimum konsantrasyondan ¢ok
daha ytksektir. Bazi halofitlerin yaprak Ozsuyunda yapilan analizler, NaCl
miktarinin 1 M’a kadar yiikselebilecegini gostermektedir. Enzimler bu kadar yiiksek
bir NaCl konsantrasyonunda islev géremediginden, metabolizmanin devam etmesini

saglayan 6zel hiicresel 6zellikler bulunmalidir (Shabala ve Munns, 2017).

1.3.3. Glikofitlerde genetik degiskenlik

Bugday (Triticum aestivum), diinyanin en yaygin yetistirilen tahil bitkisidir. Tuza ve
kurakliga orta derecede toleranshidir. Arpa ile birlikte ¢ogu kurak ve yar1 kurak tarim
bolgesinde tercih edilen bir tahildir. Diinyadaki bugdaym cogu sulama altinda
iiretilmektedir; ancak, yagmurla beslenen bugday ekilen alanlar olduk¢a 6nemlidir ve
genel olarak sulanan alanlarin azaltilarak bu alanlarin daha da biiylimesi beklenir.
Bugday, diinyanin pek ¢ok kurak veya yari kurak bolgesinde yetistirildigi igin,
sulama, arazi ac¢ilmast veya dogal siireclerden kaynaklanan tuzluluklarla

karsilagilmas1 muhtemeldir (Munns, 2007).

Ekmeklik bugday, diger tahillara gore tuza orta derecede dayaniklidir. Tuzlulugun 10
dS m e (yaklagik 100 mM NaCl) yiikseldigi bir alanda piring (Oryza sativa)
olgunlagsmadan once oliirken; ekmeklik bugday diisiik oranda olmasina ragmen {iiriin
verecektir. En toleransl tahil olan arpa (Hordeum vulgare) bile 250 mM NaCl’den
(%50 deniz suyuna esdeger) yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bir siire sonra oliir.
Bununla birlikte, segilen bazi genotipler, ¢ok daha yiiksek tuzluluk seviyelerine
dayanma kapasitesine sahiptir ve bazi tuz toleransli arpa ¢esitleri, 320 mM NaCl’de

biiylidiigiinde kontroliin %50’sine varan oranda verim gostermistir (Chen ve ark.,
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2007). Makarnalik bugday (Triticum turgidum ssp.) ekmeklik bugdaydan daha az tuz
toleransia sahiptir (Munns ve ark., 2006). Yabani bugday tiirlerinde yapraklarda
Na" tasinimimi kontrol etme yetenegi bakimindan genetik cesitlilik vardir (Colmer ve
ark., 2006). Makarnalik bugdayin tuz toleransini artirmak i¢in yine bugday kaynakli,
Nax1 ve Nax2 adli iki Na" tastyic kullanilmaktadir (Munns, 2007).

Kiiresel piring iiretimi bugday iiretimine yakindir. Diinyada ¢ok fazla sayida insan
icin temel besindir. Ozellikle tuza duyarldir, birgok cesidin tane verimi sadece 6 dS
m "lik EC degerinde yari yariya diiser (Maas ve Hoffman, 1977). Piring, tatli su
batakliklarinda gelismistir ve suya batik ancak tuzlu olmayan kosullara adapte
olmustur, bu nedenle tuzluluk, deniz suyu s1zintis1 olan deltalardaki piring iiretiminde
onemli bir kisitlamadir. Tuza toleransh c¢esitler arasinda Hindistan’daki korfez
bolgelerinden gelen geleneksel Pokkali ve Nona Bokra genotipleri bulunur (Munns,
2007). Bu ve diger piring genotiplerinden alinan genler, daha fazla toleransli piring

cesitlerinin yetistirilmesi i¢in kullanilmaktadir (Zeng ve ark., 2004).

1.3.4. Tuzluluk ve kuraklik toleransi arasindaki korelasyon

Yaprak ve kok gelisimini kontrol eden mekanizmalar kuraklik ve tuzlulukta ortaktir
ve ayn1 zamanda su stresi ile iliskili faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bu durum, Na"
ve Cl ‘un biiyiiyen hiicrelerin kendilerinde, yapraklarda (Hu ve Schmidhalter, 1998;
Fricke, 2004) ve koklerde toksik konsantrasyonlarin altinda olduguna dair kanitlarla

desteklenir (Jeschke, 1984; Jeschke ve ark., 1986).

Tahillarda, tuzlulugun toplam yaprak alani tizerindeki ana etkisi siirgiin sayisindaki
azalmadir; dikotiledon tiirlerinde, ana etki, tek tek yapraklarin biiylikliigliniin veya
dallarin sayisinin azalmasidir. Siirglin biiyiimesi tuza kok biliylimesinden daha
hassastir. Bunun faydasi kok biiylimesine gore yaprak alanindaki azalmanin bitkinin
su kullanimmi azaltmasidir. Bdylece topragin nemini korumasi saglanirken,

topraktaki tuz konsantrasyonunun da yiikselmesi onlenir (Shabala ve Munns, 2017).
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Kokler toprakta bir su eksikligini algiladiginda, kok hiicrelerinin biiyiime ve
farklilagsma oranlar1 degisir ve kok sisteminin dallanma derecesinde ve yan koklerin
biliyiime hizinda degisiklik olur. Kok biiylime hizi azalsa bile, bu azalma siirgiin
biiyiimesinden daha azdir ve bazi durumlarda su eksikligi nispeten i1limli oldugunda
kok kiitlesi artabilir. Arabidopsis’te kurak topraklarda bitki biyokiitlesine gore
koklerin oran1 %30 artmistir (Hummel ve ark., 2010). Uziim baglarinda, kurak
topraklardaki kokler daha derin 1slak katmanlara dogru biiylimeye devam ederken,
sulanan bitkilerin kokleri ise iist tabakada yayilis gosterir (Lovisolo ve ark., 2010).
Kurak topraktaki kokler ayrica siirgliin olusumu icin ABA ve diger baz1 hormonlar

i¢in bir sinyal olusturur (Davies ve ark., 2005; Lovisolo ve ark., 2010).

Kokler tuzlu bir toprag: hissettiginde, tepkiler benzerdir. En azindan asma digindaki
tiirlerde, ABA tek sinyal degildir. Sitokininler, oksinler ve etilen prekiirsorii olan
ACC (aminosiklopropan karboksilik asit) gibi sinyaller de ayrica belirtilmistir
(Pérez-Alfocea ve ark., 2010). Hormonal sinyaller asimilat {iretiminin kok, yaprak ve
yan dallardaki kullanimini koordine edebilir. Tuzlulugun osmotik fazi sirasinda
kaynak-hedef iligkilerinin hormonal diizenlenmesi, biiylime hiz1 ve gelisimin azaldig1
ve iyonlarin yapraklarda toksik seviyelere yiikselmesinden onceki asama, tiim bitki
enerji dengesini etkiler ve iyonlarin birikimini toksik seviyelere getirmemek igin
kritik 6neme sahiptir (Pérez-Alfocea ve ark., 2010). Kurak toprakta oldugu gibi tuzlu
ortamda da verim, geng yapraklarin yiiksek biliylime hizlarina ve ayni1 zamanda olgun

yapraklarin yaglanmasinin geciktirilmesine baghdir.

Hiicre boliinmesi ve farklilasmanin hormonal kontrolii, yapraklarin goériiniimiinden
(daha kiiclik ve daha kalin) belli olur. Bu da hiicre boyutunun ve seklinin degistigini
gosterir (James ve ark., 2002). Tuz uygulanmis bitkilerden elde edilen yapraklar daha
yiiksek bir agirlik/alan oranina sahiptir, bu da transpirasyonun etkinliginin daha
yiiksek oldugu (kaybedilen su basina daha fazla karbon fiksasyonu) anlamina gelir;
bu, kurak ve tuzlu topraga adapte olmus bitkilerde yaygin olan bir 6zelliktir.
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1.4. Bitkilerde Tuzluluk Toleransi Olusturan Temel Fizyolojik Mekanizmalar

1.4.1. Osmotik diizenleme

Tuzluluk osmotik strese neden olarak ve hiicrenin turgorunu azaltarak bitki
bliylimesini engeller. Bitkiler normal bliyilimelerini siirdiirmek i¢in, artan dis
ozmolaliteyi (1 kg ¢oziiclide/suda ¢oziinmiis partikiil sayis1) ayarlamalidir. Bu olay,
dis osmotik potansiyele karst koymak icin sitoplazmada c¢esitli molekiiller
biriktirerek yapilabilir. Organizmalar i¢in {i¢ ana yol mevcuttur (Shabala ve Shabala,
2011). Ornegin bitkiler, dis ortamdan cesitli organik osmolitleri (yani uyumlu
¢oziinen maddeler) biriktirebilir. Ayrica osmotik ayarlama, uyumlu ¢dziinenlerin
sentezi ile de saglanabilir. Son olarak bitkiler, osmotik ayarlama i¢in organik
osmolitler kadar inorganik maddeleri de kullanir ve Na', CI" ve K birikimlerini

artirabilirler. Bu seceneklerin her birinin kendi avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.

Osmolitlerin alimi en ¢ok tercih edilen secenektir. Dort ana osmolit sinifi vardir
(Delauney ve Verma, 1993). Bunlar sekerler, polioller, aminoasitler ve kuaterner
amonyum bilesikleridir. Biitiin bunlar hiicre i¢inde metabolik reaksiyonlari
etkilemeden yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerde birikebilen, kii¢iik ve suda
¢oziiniir molekiillerdir. Klasik goriise gore, bu toksik olmayan ve osmotik olarak
aktif ¢ozlinen maddelerin birikimi hiicrelerden su ¢ikisinin diismesine neden olacak,
boylece hiicre genislemesi i¢in gerekli olan turgor saglanacaktir (Shabala ve Shabala,
2011). Bununla birlikte, ¢ogu durumda, bu organik osmolitlerin topraklardaki
konsantrasyonu son derece diisiiktiir ve bu nedenle, bu segcenek pratik olarak

uygulanabilir degildir.

Topraktaki sinirli bir organik osmolit havuzuna giivenmek yerine, ¢cogu bitki bu
maddelerin iiretimini artirir. Sonug olarak, organik osmolitlerin miktarlari, bitkilerin
tuzla karst karsiya kaldiklarinda ¢ogalabilir (Bohnert ve ark., 1995; Sakamoto ve
Murata, 2000). Osmotik stres toleransini artirmak i¢in uyumlu bilesiklerin

biyosentetik yollarin1 manipiile etmek icin birgok genetik miihendislik girigimi
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yapilmistir (Bohnert ve ark., 1995; Bajaj ve ark., 1999; Bohnert ve Shen, 1999;
Shabala ve Shabala, 2011).

Bununla birlikte, bu stratejinin de bitki agisindn bazi dezavantajlar1 vardir. Ornegin
osmolitlerin sentezi bitki acgisindan son derece yiiksek bir enerji kaybina yol agar.
Tipik olarak, farkli osmolitlerin 1 moliinii sentezlemek i¢in 30 ila 80 mol ATP
harcanmas1 gerekir (Raven, 1985; Oren, 1999). Bu yiiksek karbon gereksinimi,
bitkilerin veriminde onemli azalmaya neden olur ve tuzlu kosullar altinda yiiksek
osmotik ayarlama kapasitesine sahip genotipler genellikle stressiz kosullar altinda
nispeten diisiik verim potansiyeline sahiptir (Mufioz-Mayor ve ark., 2008). Bu durum
transgenik bitkilerin c¢ogunun artan osmolit Uretimi ile tarla kosullarinda iyi
performans gosterememelerini agiklar (Bajaj ve ark., 1999; Bohnert ve Shen, 1999).
Osmolitlerin biyosentezi, saatlerce ve giinlerce siirebilen oldukca yavas bir islemdir.
Ancak osmotik ayarlama i¢in daha hizli yollar gerekir. Bitki hiicrelerindeki organik
osmolitlerin konsantrasyonlari, tuzlu kosullar altinda artmasina ragmen, c¢ok
diisiiktiir, hatta genellikle birkag mM’1 ge¢cmez (Igarashi ve ark., 1997; Shen ve ark.,
1997). Bu da biitiin hiicrelerde osmotik regiilasyon saglayamaz. Bu nedenle, organik
osmolitlerin sentezinin, sadece sitozol veya kloroplastlar gibi kii¢iik organellerde
szmotik ayarlama ile ilgili olabilecegi, ancak tuzlu kosullar altinda doku biiyiimesini

siirdliirmek i¢in gereken hiicre turgorunu iiretemedigi kabul edilmektedir.

Enerjik olarak dezavantajli ve oldukga yavas olan osmolit biyosentezine alternatif bir
yol inorganik iyonlar vasitasiyla saglanan osmotik ayarlamadir. Yapilan deneyler,
Arabidopsis kok epidermisindeki turgor geri kazanimimin %90’mnm, K*, Na" ve CI
iyonlarmin artan alimi vasitasiyla 40 dakika i¢inde saglandigini gostermistir (Shabala
ve Lew, 2002). Gergekten de, hiicre icinde suyun tutulmasi, hem organik hem de
inorganik molekiillerin artan konsantrasyonuyla baglantilidir. Bununla birlikte, bu
iyonlarin birikmesi hiicre metabolizmasini énemli 6lgiide etkilememelidir. K™ bu rol
i¢in uygun goriinmektedir; ancak, stres kosullarinda, elektrokimyasal gradiyentler K
kaybini artirir ancak alim gergeklesmez. Diger iki iyon, (Na™ ve CI), tuzlu kosullar
altinda dis ortamda ¢ok fazla miktarda bulunur ve bu nedenle normal hiicre

turgorunu korumak i¢in daha uygun bilesenlerdir. Ancak her iki iyon da yiiksek
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konsantrasyonlarda toksiktir ve hiicre metabolizmasinda ciddi bozulmalara neden
olabilir. Ekstremofilik bakteriler i¢in birka¢ olast istisna disinda (Oren, 1999),
enzimatik aktivitenin, halofit veya glikofit tlirlerinde olsun olmasin, yiiksek sitozolik
Na' seviyeleri tarafindan biiyiik 6l¢iide inhibe edildigi goriilmektedir. Bu nedenle,
iyonlarin kesinlikle vakuolde tutulmasi gereklidir. Yine de, vakuolde elektrokimyasal
gradiente karsi bir mol Na' pompalamak, bir mol organik osmolit iiretmek igin
gereken miktarin yalnizca onda biri olan sadece 3,5 mol ATP gerektirir (Shabala ve

Shabala, 2011). Bu nedenle, bu yontemin enerjik faydalari agiktir.

1.4.2.Na" aliminin koklerden disarida kalmasi

Plazma zar1 boyunca Na’ alimi icin elektrofizyolojik ve molekiiler genetik
yaklasimlar kullanilarak ¢esitli yollar tanimlanmistir. Bunlar asagida verilmistir

(Sekil 1.3):

a. Secici olmayan katyon kanali NSCC (Amtmann ve Sanders, 1999; Tyerman
ve Skerrett, 1999; Demidchik ve ark., 2002): Bunlar voltajdan bagimsiz (VIC
kanallar1 olarak adlandirilir) veya zayif voltaj bagimli olabilir (Demidchik ve
ark., 2002). NSCC kanallar1 ayrica, hiicre dist Ca™’a duyarliliklar1 bakimindan
da biiytik 6lctide farklilik gosterir (Davenport ve Tester, 2000). NSCC’nin, kok
icine Na' alim1 i¢in ana yol olduguna inamlmaktadir ve ¢ok sayida faktor
tarafindan Na* alim1 yapilabilir; 6rnegin sitozolik veya eksternal Ca™ miktari,
pH seviyeleri, siklik niikleotitler, ATP, glutamat, G-proteinleri, AOT ve
membran tlizerindeki mekanik gerilme gibi (Demidchik ve Maathuis, 2007).

NSCC kanallarinin kesin molekiiler yapist belirsizligini korumaktadir.

b. Yiiksek afiniteli K" tasiyici, HKT1 (Maathuis ve Amtmann, 1999; Laurie ve
ark., 2002): HKT ailesi, tasima segiciligine bagli olarak iki farkli alt aileye
ayrilabilir. Birinci alt ailedeki tasiyicilar, K dan daha yiiksek oranda Na"a
secici iken, ikinci alt ailedeki olanlar, K "a secicidir veya her iki iyonu da tasir
(Platten ve ark., 2006). Secilen Trk/Ktr/HKT protein sekanslarinin bakteri ve

bitkilerde karsilagtirilmasiyla birlikte Dionaea muscipula (Veniis sinek kapani)
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hiicrelerinde, okaliptiis’ten elde edilen HKT71.1 ve HKT1.2’ye en yakin
homolojiye sahip olan HKT alt smifi 1’e ait son derece segici Na' kanali
belirlenmistir (Bohm ve ark., 2016a). Ilgili bocek kapan geni, Xenopus
oositlerinde ekspreslendiginde, Na™~a bagli akimlar bir Na' kanalinn ayirt
edici ozelliklerini tasimaktadir. Bu kat1 Na™ seciciligi icin temel 6zellik, ilk
kanaldaki lupta serin kalintisinin varhigidir. Tersine, 2. alt aileye ait bugday,
arpa ve piring ortologlart (farkli organizmalarda bulunan, atasal kdkeni ayni,
dolayisiyla yapisal ve islevsel benzerligi olan fakat tiir olus siirecinde ayrilmis
olan genler) gibi K-gecirgen Trk/Ktr/HKT ler, siklikla ilgili pozisyonda bir
glisine sahiptir (Bohm ve ark, 2016b). Birgogunun Na" spesifik oldugu goriilen
HKT tipi tasiyicilar, Na* varliginda K™ homeostazinin diizenleyicileri olabilir

(Rus ve ark., 2001).

c. Diisiik afiniteli katyon tasiyici, LCT1 (Amtmann ve ark., 2001): Su ana kadar

yolu temsil etmesi olas1 degildir.

d. Apoplast yoluyla kok i¢ine Na™ sizintisindan kaynaklanan bir baypas akisi: Bu
alim  genellikle olgun kok bolgesinde gerceklesir. Burada  kok
endodermisindeki kaspari seridinin biitiinliigli, yanal koklerin ¢ikinti
yapmasiyla pargalanir. Bu apoplastik akisin bitkiye toplam Na' akisinda
katkisinin derecesi tiirler arasinda onemli dl¢iide degismektedir. Ornegin, bir
baypas akisinin, piringte Na' aliminin ana yolunu temsil ettigine inanilmaktadir
(Yadav ve ark., 1996; Yeo ve ark., 1999); bugdayda on kat daha kiiciiktiir
(Garcia ve ark., 1997). Ayrica, transpirasyonu etkileyen karanligin
baslamasiyla yapilan stoma kapatma veya asir1 su eksikligi gibi faktorler

disinda, apoplastik Na" alim1 iizerinde fazla kontrol olmadig1 goriilmektedir.

Bu yollarin her birinin nispi katkisi tiirlere ve biiyiime kosullarina gore degismekle
birlikte, Na~un tek yonlii akisi ¢ogu glikofitte termodinamik olarak pasiftir ve
oldukca kontrolsiiz goriinmektedir (Tester ve Davenport, 2003). Tuzluluk

toleranslarinda zithik olusturan genotipler arasinda tek yonlii Na* aliminda da kiigiik
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bir fark var gibi goriinmektedir (Davenport ve ark., 1997; Chen ve ark., 2007; Cuin
ve ark., 2011). Ayrica, koke giren Na' miktari, sonugta bitki dokularinda biriken Na"
miktarindan ¢ok daha fazladir. Her iki faktor de, kok icine giren Na ’un biiyiik bir
kisminin (%95-97) rizosfere geri ¢ekildigi anlamina gelir (Munns, 2002).

Termodinamik olarak, tuzlu kosullar altinda sitozolden dis ortama Na' cikarmak
aktif, enerji tiiketen bir islemdir. Hayvanlarda ve mikroorganizmalarda, bu tiir
ekstriizyona, dogrudan ATP’nin hidrolizi ile enerji verilen 6zel Na'-pompalart
aracilik eder (Gimmler, 2000). Bununla birlikte, bu Na" pompalar: yiiksek bitkilerde
bulunmamistir (Garciadeblas ve ark., 2001) ve bitki koklerinden aktif Na'
ekstriizyonuna, plazma membranindaki Na'/H" doniistiiriiciilerinin aracilik ettigine
inanilir (Sekil 1.3.), bu da plazma zarinin her iki tarafi arasinda biiyiik H'
gradientlerinin varligi ile desteklenmistir (Zhu, 2003; Apse ve Blumwald, 2007).
Arabidopsis’te, bir Na'/H" antiporter fonksiyonu, SOS1 geniyle bagdastirilmistir (Shi
ve ark., 2000; Qiu ve ark., 2003), ve SOS1 homologlarinin varligina iliskin deneysel
kanitlar hem glikofitler (Mullan ve ark., 2007) hem de halofitler (Chen ve ark., 2010)
icin gosterilmistir. SOS1’in asir1 ekspresyonunun Na' birikimini azalttigi ve
transgenik Arabidopsis’te tuzluluk toleransini artirdigi bulunmustur (Shi ve ark.,
2003), ve karsilastirmali transkript analizleri Thellungiella’da (bir tuz toleransh
akrabasi) Arabidopsis tirleriyle karsilastirildiginda tuzla indiiklenen SOSI
ekspresyonu daha yiiksek bazal seviyeleri ortaya g¢ikarmistir (Oh ve ark., 2010).
Yiiksek tuzluluk toleransi olan bugday c¢esitleri ayrica fonksiyonel olarak daha
yiiksek SOS1 benzeri Na'/H" déniistiiriicii aktivitesine sahiptir (Cuin ve ark., 2011).
Tiim bu gozlemler, plazma membran Na'/H ™ doniistiiriiciilerinin bitki tuzluluk

tolerans mekanizmalarinin bilesenleri olarak dnemli roliine isaret etmektedir.

1.4.3.Hiicre ici Na' tutulumu

Vakuolde etkin Na' tutulumu, enerjik olarak tuzluluk kosullar1 altinda osmotik
ayarlama elde etmenin en uygun ve verimli yoludur. Halofit ve glikofit tiirleri
arasinda major sitozolik enzimlerin Na“ duyarhiliginda herhangi bir fark olmadig

veya ¢ok az oldugu belirlenmistir (Flowers ve Colmer, 2008). Bitkilerin sitozoldeki
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Na' igeriklerini toksik olmayan seviyelerde tutmalar1 kesinlikle énemlidir. Na"un

vakuol i¢inde tutulmasi bu amaca ulagmak i¢in etkili bir mekanizma saglar.

Na"’un vakuollere tasinmasina tonoplasttaki Na'/H" antiporter sistemi aracilik eder.
Bu olay vakuolar H'-translokaz enzimleri, H” ATPaz ve H" PPiaz tarafindan iiretilen
protonlarin elektrokimyasal gradienti tarafindan yonlendirilir (Blumwald, 2000;
Zhang ve Blumwald, 2001). Bu tir doniistiiriiciilerin NHX genleri tarafindan
kodlandigi ve hem kok hem de yaprak hiicrelerinde bulundugu ve c¢alistigi
bulunmustur. NHX1 geninde bozukluk tasiyan Arabidopsis bitkilerinde, yaprak
genislemesinde problem oldugu goriilmektedir (Apse ve ark., 2003). Bir NHX1
maya mutantinda AtNHX1’in ekspresyonu, organizmanin NaCl hassasiyetini ve
Naun hiicre iginde vakuole hapsedilmesini baskilamistir (Gaxiola ve ark., 1999;
Quintero ve ark., 2000). Arabidopsis AtNHX1 proteini, bitkilerde tanimlanan ilk
Na'/H" degistiricisidir (Gaxiola ve ark., 1999). O zamandan beri, tanimlanan
homolog NHX tasiyicilarinin sayisi ¢arpict bir sekilde artmistir ve 60’tan fazla bitki
tiirinde NHX proteinlerini kodlayan DNA dizileri tanimlanmistir (Pardo ve ark.,
2006). Toplamda, Arabidopsis’te 6 AtNHX izoformu bilinmektedir. AtNHX3 ve
AtNHX4 transkripti sadece cigcek ve koklerde bulunur (Yokoi ve ark., 2002; Aharon
ve ark., 2003). AtNHX5 ve AtNHX6’nin endozomlarda lokalize olduguna inanilir;
biiyiime ve gelisme, tuzluluk toleranst ve vezikiil trafigi ile ilgili olduguna inanilir
(Bassil ve ark., 2011a; Qiu, 2012). Son zamanlarda, NHX1 ve NHX2'nin
Arabidopsis'te K" homeostazinda yeni bir rol alarak K™u vakuole tasidig1 tespit

edilmistir (Bassil ve ark., 2011b; Barragan ve ark., 2012).

Tonoplast antiporterleri halofitlerde yapisal olarak ekspreslenir (Barkla ve ark., 1995;
Glenn ve ark., 1999), tuza toleransh glikofitlerde NaCl ile aktive edilmeleri gerekir
(Garbarino ve Dupont, 1988), tuza duyarl bitkilerde ise ekspresyon seviyeleri son
derece diisiiktlir ve tuzla indiiklenemez (Apse ve ark., 1999; Zhang ve Blumwald,
2001). NHX antiporterlerinin asir1 ekspresyonu, ¢esitli bitki tiirlerinde tuz toleransini
gelistirmek i¢in kullanilmistir (Apse ve ark., 1999; Zhang ve Blumwald, 2001;
Zhang ve ark., 2001; Li ve ark., 2007). Ilging bir sekilde, vakuolde NHX aktivitesini

uyaran iyona 6zgii stresten ziyade osmotik strestir (Pardo ve ark., 2006). Hiicre i¢i ve
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apoplastik pH’mn gecici degisimleri ile birlikte kurakliga ve osmotik strese bagli bir
hormon olan ABA’in muhtemel bir rolii oldugu 6nerilmistir (Pardo ve ark., 2006;

Quintero ve ark., 2000).

Vakuolar primer H® pompalarmin aktivitesi, vakuolar Na’/H' antiporterlerin
calismast igin itici giic saglayan Na' ile diizenlenir ve bircok bitki tiirii i¢in NaCl'e
cevaben tonoplast H'-ATPaz aktivitesinde artislar bildirilmistir (Shabala ve Mackay,
2011). Buna karsilik, vakuolde H'-PPiaz’in, NaCl konsantrasyonlarmin artmasiyla
inhibe oldugu goriilmektedir (Golldack ve Dietz, 2001). Bu olay muhtemelen Naun
enzimdeki K" baglanma bolgeleri igin rekabeti sonucu olusmaktadir (Rea ve Poole,
1993). Bu nedenle, H'-PPiaz aktivitesinin asir1 ekspresyonu, cesitli tiirlerde gelismis
tuzluluk ve osmotik stres toleransi ile sonuglanmistir (Bao ve ark., 2009; Liu ve ark.,
2010). Ancak, daha yeni caligmalar halofit tiirlerinde tuzluluk toleransinin, kok
epidermisindeki yapisal olarak daha yiliksek AHA transkript seviyeleri ile iliskili
olmadigini, ancak bir bitkinin, tuz uygulamasi sonucunda plazma zar1 H'-ATPaz’1
hizl1 bir sekilde diizenleme yeteneginin iliskili oldugunu ortaya koymustur (Bose ve

ark., 2015).

Verimli Na' tutulumu, sadece tonoplast boyunca tasinmaya degil, ayn1 zamanda
vakuol i¢inde iyonlarin tutulmasina da dayanir. Aslinda, vakuol ve sitozol arasindaki
dort ile bes kat konsantrasyon gradienti diisiiniildiiglinde, etkili mekanizmalar
mevcut degilse Na™ kolayca geri sizabilir (Shabala ve Mackay, 2011). Bu nedenle,
Na"un potansiyel olarak sitoplazmaya geri sizabilecegi tonoplast katyon
kanallarinca sikica kontrol edilmelidir. Bu son zamanlarda Chenopodium quinoa
mezofil hiicrelerindeki vakuollerde yavas (SV) ve hizli (FV) kanallarda gosterilmistir
(Bonales-Alatorre ve ark., 2013). Bu calisma vakoldeki Na' tutulumunun sadece
birka¢ tuz kesesine sahip olan yagh yapraklarda, epidermal tuz kesesi hiicrelerinde
yogun tuz tutmaya dayanan geng¢ yapraklara gore daha diisiik FV akim yogunluguna
sahip oldugunu gostermistir. Bu yogunluk, yiiksek tuzluluk altinda yetistirilen
bitkilerde yaklasik iki kat azalmistir. Ayrica yagh yapraklarda ¢ok daha kiigiik (yedi
kata kadar) SV kanali yogunlugu vardir. Bu sonuglar, yasl yapraklarda SV ve FV

tonoplast kanallarinin aktivitesinin negatif kontroliiniin Na" sizintisin1 azalttigima dair
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giiclii kanitlar sunarken, vakuollerinde Na* sizintisii azalttigi, Na"un verimli bir
sekilde tecrit edilmesini sagladigi ve tuzluluk toleransi sagladigi goriilmiistiir. Bunu
takiben bir calismada (Pottosin ve ark., 2014), vakuolar SV akimlarinin kinoa
mezofil hiicre vakuollerinde asagi regiilasyonunun, kolinin bloke edici etkisinin bir
sonucu oldugunu ortaya koymustur. Kolin bilinen osmolitlerden biridir ve tuz stresi
baslangicinda hizla (dakikalar i¢inde) yaprak dokularinda kolin seviyelerinde birkag
kat artis olur (Summers ve Weretilnyk, 1993).

1.4.4.Sitozolde K' tutma

Enzim aktivasyonu ve protein biyosentezi icin K ile olan rekabetinin bir sonucu
olarak ortaya gikan Na' toksisitesinin, mutlak bir Na" degeri yoktur, bunun yerine
hiicre metabolik yeterliligini ve nihayetinde bir bitkinin tuzlu ortamlarda hayatta
kalma kabiliyetini belirleyen sitozolik K'/Na" oranidir (Shabala ve Cuin, 2008). Bu
nedenle, bitki tuzluluk toleransi, sadece sitozolik Na' dislamasiyla degil, ayni
zamanda etkili sitozolik K' tutma ile saglanabilir. Bir genotipin siirgiin K"
konsantrasyonu ile tuzluluk toleransi arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon oldugu
cok cesitli bitki tiirleri i¢in bildirilmistir (Cuin ve ark., 2003, 2010; Chen ve ark.,
2005, 2007; Colmer ve ark., 2006). Ekmek ve makarnalik bugday arasindaki tuz
hassasiyetindeki fark, 4D kromozomu {izerinde bir Knal lokusu tarafindan kontrol
edilen bir &zellik olan K'/Na" farkinin/ayriminin artmasindan dolay1 olabilir
(Gorham ve ark., 1991; Dvor’k ve ark., 1994; Dubcovsky ve ark., 1996). Arabidopsis
bitkileri, artan tuzluluk ile yaprak K" igeriginde hizli bir diisiis gosterse de, tuz
toleransli akrabalari olan Thellungiella halophila, tuzlu kosullar altinda mezofil K

icerigini artirabilir (Volkov ve ark., 2004).

Bitki hiicrelerinde K" alim1 ve tutulmasma c¢ok sayida cesitli tasiyici aracilik eder
(Arabidopsis’te yedi farkli aileye ait 75 tasima geni; Véry ve Sentenac, 2002;
Shabala, 2003). Bu tastyicilar hem doku seviyesinde hem de stresin bir fonksiyonu
olarak yiiksek ifade Ozgiilliigii sergiler. Bununla birlikte, tuzlu kosullar altinda
bunlardan depolarizasyonun disa dogru diizeltici K~ (GORK) kanal1 ve NSCC kanali

olarak sadece ikisinin, optimal sitozolik K™ homeostazinin korunmasinda ve tuzluluk
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kaynakli K™ sizmtisinin kontrol edilmesinde ana rol oynadigi goriilmektedir (Sekil

1.3.).

Bitkiler normal sartlar altinda biiyiitiildiiglinde, K" alimmmn coguna K" secici
kanallarin (KIR) (Arabidopsis’te AKT veya KAT gibi) ige dogru yonlendirilmesi
aracilik eder. Bununla birlikte, tuzlu kosullar altinda, kdk plazma zar1, pozitif yiikli
Na' iyonlarmin yogun bir akist sonucu kuvvetle depolarize edilir (Sekil 1.3.).
Membran potansiyelinde gozlenen degisim, tiirlere ve gercek tuz konsantrasyonuna
bagl olarak 50-70 mV kadardir. Bu, K" alimm KIR kanallar1 iizerinden
termodinamik olarak imkansiz hale getirir ve bitkiler yalnizca yiiksek afiniteli tasima
sistemleri araciligiyla K™ alimi1 yapabilir. Béyle bir alim ¢ok daha az etkilidir; ayrica,
fazladan K' arz1 altinda yetistirilen bitkilerde (yani K" giibrelerini kullanarak) bu
yiiksek afiniteli tasima sistemlerinin ifade seviyeleri oldukca diisiiktlir ve azaltilmis
K" kullanilabilirliginin bitki taleplerini karsilamak igin yeterli bir seviyeye
getirilmesi uzun zaman alir. Daha da dnemlisi, gézlemlenen depolarizasyon sadece
K" alimini daha problemli hale getirmekle kalmaz, aym1 zamanda GORK kanallart
iizerinden biiyiik bir K" akisina neden olur. Birlikte ele alindiginda, bu iki faktor,
bitkilere yiiksek metabolik maliyeti olan sitozolik K’ havuzunda biiyiikk bir

tilkenmeye neden olur (Shabala ve Munns, 2017).

Tuzlu kosullar altinda sitozolden yogun K’ sizintisma katkida bulunan bir diger
faktor AOT tiretimi olabilir. NSCC (Demidchik ve ark., 2003) ve GORK (Demidchik
ve ark., 2010) dahil olmak iizere gesitli K gegirgen kanallar;, AOT tarafindan aktive
edilir ve hiicreden K' sizintis1 i¢in ilave bir yol (membran depolarizasyonundan
bagimsiz olarak) saglanir (Sekil 1.3.). Boyle bir sizintinin fizyolojik sonuglar1 en az

ti¢ yonliidiir:

a. Sitozolde normal metabolik aktiviteyi saglamak igin, bitkiler vakuollerden
mevecut K1 gekerek sitozolik K™ havuzunu doldurmaya galisirlar (Cuin ve
ark., 2003). Bu, turgorun kaybi ve biiyiimenin bozulmas ile sonuglanir. islem

cok uzun siirerse, vakuoldeki K™ havuzu da tiikenir ve hiicre ¢coker.
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b. Depolarizasyona bagli K" sizintisini  6nlemek igin bitkiler membran
etkinligini daha aktif H™ pompalama yoluyla geri kazanmalidir (aksi takdirde
depolarize olurlar). Aslinda, bir bitkinin kok hiicrelerinde negatif membran
potansiyelini siirdiirme kabiliyeti ile en azindan bazi tiirlerde farkli tuz
tolerans1 arasinda giiclii bir pozitif korelasyon vardir (Chen ve ark., 2007).
Dahasi, tuza toleransli genotipler, kontrol kosullar1 altinda bile, kendinden
daha yiiksek (iki-iic kat) H -pompalama orania sahip gibi goriinmektedir.
Bununla birlikte, bu ikinci yontem yiiksek ATP tiiketimini gerektirir.
Dolayisiyla, bu strateji, tuzlu kosullar altinda c¢ok etkili olabilir, ancak tuzlu

olmayan kosullar altinda daha az verim ile sonug¢lanacaktir.

c. Sitozolik K" havuzunun tiikkenmesi, kaspaz benzeri proteinlerin
aktivasyonuna ve programlanmis hiicre Oliimlerinin (PCD) tetiklenmesine
neden olabilir (Sekil 1.4.). PCD’nin bitkilerin stres altinda hayatta
kalmalarina yardimci oldugu varsayilir (Apel ve Hirt, 2004). Bununla
birlikte, eger bu islem ¢ok sayida hiicreye yayilirsa, kokiin besin ve su alma
kabiliyeti ciddi bir sekilde tehlikeye girer, bu da siirglin biiylimesini ve
gelisimini etkiler. Dolayisiyla, bu tiir bir stratejinin ancak ¢ok kisa siirede

kullanildiginda fizyolojik bir avantaj1 olabilir.

Daha o&nceki c¢alismalarin cogu, koklerde K’ tutulmasmin esas niteligine
odaklanmigken (Chen ve ark., 2005, 2007; Cuin ve ark., 2008, 2011; Smethurst ve
ark., 2008), K* tutulmasinin rolii yaprak mezofilinde esasen kesfedilmemis olarak
kalmustir. Son zamanlarda, yaprak mezofilinin K™ u tutma kabiliyetinin, en azindan
arpada, bir tuzluluk toleransi mekanizmasinin 6nemli ve esasen gozden kacan bir
bilesenini temsil ettigi gosterilmistir (Wu ve ark., 2015b). Tuzlu kosullar altinda
mezofil K* tutma kabiliyeti ve toplam tuzluluk toleransi arasinda kuvvetli pozitif
korelasyon bulunmustur. Arpa kokleri i¢in dnceki ¢alismalarin aksine (Chen ve ark.,
2007), mezofilde K" tutulmas, toleransh gesitlerde artan H™ pompalamasr ile iliskili
degildir, bunun yerine bu 6zellik ile negatif korelasyon gostermistir. Bu bulgular,
aktiviteyi dengelemek ve tuza duyarl genotiplerde sitozolik K™ homeostazim eski

haline getirmek igin gereken yiiksek afiniteli HAK/KUP K tastyicilar icin itici giic
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saglamak icin artan H' ekstriizyonunun gerekli olabilecegi gercegiyle

aciklanmaktadir (Wu ve ark., 2015b).

1.4.5.Dokuya ézgii Na* tutulumu

Geng dokularda biiylimesi devam eden hiicrelerin tuz konsantrasyonlari her zaman
en diisiik seviyededir. Bunun nedeni, biiyliyen dokularmn, c¢ok diisik tuz

konsantrasyonlarina sahip olan floem tarafindan beslenmesidir.

Yaprak ayalari, tuzlu toprakta yetisen bir bitkide en savunmasiz dokudur. Yaprak
ayalarinda transpirasyon akimi bittiginde; tuzu ihra¢ etmek i¢in siirli kapasiteye
sahip yaprak ayalari, potansiyel olarak toksik seviyelerde tuz biriktirebilir. Bir¢cok
tiir, yaprak tabanindan yaprak ucuna dogru veya uzun bir govdeden siirgiin tepesine
dogru suyu ileten ksilemden Na' alabilir. Dikotiledon tiirlerde, Na' yaprak
saplarinda; monokotiledon tiirlerde, Na" yaprak kininda toplanabilir ve saklanabilir
(Wolf ve ark., 1990; Davenport ve ark., 2005). Bir bitkide tiim yapraklar1 birbiriyle
karsilagtirirsak; tuz konsantrasyonlari gen¢ yapraklarda yashi yapraklardan daha
diisiiktiir. Clinkli geng yapraklar daha kisa bir siliredir transpirasyon yapiyorlardir.
Tirlerin ¢ogunda tuz konsantrasyonlar1 yaprak ayalarinda yaprak tabanlarindan, yani
yaprak saplarindan (dikotiledon tiirler) veya kinlarindan (monokotiledon tiirler) daha
diistiktiir. Ciinkli ksilemden transpirasyon akimi olarak alinan tuzlar yaprak

tabanlarindan dokilir.

Govde uzadiginda, yapraklara dogru giden ksilemden Na' elde edilebilir, ve govde
internodlari, transpirasyon akigindaki iyonlar i¢in dnemli bir hazne haline gelir (Wolf
ve ark., 1991). Ureme safhasindaki arpa bitkilerinde, gévde internodlarindaki Na" ve
CI” konsantrasyonlar1 zamanla artmis ve iizerlerindeki yapraga giden Na™ miktarmi

onemli dl¢iide azaltmistir (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. 100 mM NaCl’de biiyiitiilen bir arpa bitkisinin farkli kisimlarinda 7 giinliik bir siire boyunca Na+
iceriginde artislar. Sayilar pmol Na+ (Wolf ve ark., 1991).

Bitki tarafindan 7 giin boyunca alinan toplam Na' miktar1 286 pmol, koklerde
biriken net miktar 124 pumol (%43) ve kalan miktar gosterildigi gibi govdede ve
yaprakta biriktirilmistir (Wolf ve ark., 1991).

Son zamanlarda ilging bir gézlem, floresan CoroNa yesil boya kullanarak, tuzluluk
stresi toleransi farkli bir kag¢ bugday ¢esidinin koklerinde Naun hiicre ve organel
spesifik dagilimini inceleyerek yapilmistir (Wu ve ark., 2015a). Tuzluluk stresi
toleransinin, olgun kok bolgesinde vakuolar Na® tutma kabiliyeti ile pozitif
korelasyon gosterdigi, ancak kok apeksinde olmadigi gosterilmistir. Dahasi, tiim
beklentilerin aksine, kok meristemindeki sitozolik Na' seviyeleri, tuz toleransi
acisindan duyarli gruba gore anlamli derecede yiiksek cikmistir. Buna dayanarak
meristem hiicrelerinin ‘tuz sensorii’ rolii oynayabilecegi, sinyal yollar1 zincirini
tetikleyebilecegi ve hem transkripsiyonel hem de fonksiyonel seviyelerde adaptif

bitki tepkilerine yol agabilecegi ileri siiriilmiistiir.

1.4.6.Ksilem yiiklemesinin kontrolii

Bitki tuzluluk toleransina katkida bulunan ¢oklu fizyolojik mekanizmalar arasinda,

ksileme Na’ yiiklemesinin azaltilmasi ¢ogu zaman en onemli o6zelliklerden biri
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olarak adlandirilir (Tester ve Davenport, 2003; Munns ve Tester, 2008). Bu, kdkten
ksileme Na' girisinin en aza indirilmesi veya kokteki hassas dokulara ulasmadan
once ksilemden geri ¢ekilmenin maksimize edilmesiyle basarilabilir. Ksilem icine
Na' yiiklenmesinin altinda yatan tasima mekanizmalar1 hala tartismalidir (Shabala,
2007). En az iki olast mekanizma onerilmistir (Sekil 1.3.). Bunlardan birincisi
ksilem-parankima arasinda yer alan Na' gecirgen iyon kanallarmin aracihik ettigi
pasif yiikleme, digeri ise SOS1 Na'/H' degistiricilerin aracilik ettigi aktif Na"
yiikklemesidir (Wegner ve Raschke, 1994; Wegner ve De Boer, 1997; Koéhler ve
Raschke, 2000; De Boer ve Volkov, 2003; Munns ve Tester, 2008). Belirsizligin en
biiyiik nedeni, ksilem o6zsuyundaki ve parankima hiicre sitozoliindeki asil Na'

konsantrasyonlar1 ve ksilem parankimasinin zar potansiyelidir.

Ksilemdeki gercek Na™ konsantrasyonu, tiirlere, tuz stresinin siddetine ve birikim
sirasindaki transpirasyon hizina baglidir. Bununla birlikte, Na" ksilem iceriginin tipik
olarak 10 ila 30 mM arasinda oldugu konusunda genel bir fikir birligi vardir (Flowers
ve Colmer, 2008; Shabala ve ark., 2010; Shabala ve Mackay, 2011). Ksilem
parankima hiicreleri i¢in membran potansiyel degerlerini almak daha zor bir istir. -
Ancak yapilan deneylerde ksilem parankima hiicrelerinin genellikle kok
epidermisine kiyasla hafif hiperpolarize edildigi ve yaklasik -120 mV ila -140 mV
(misir ve arpa i¢in) civarinda membran potansiyeli (MP) degerlerine sahip oldugu
bulunmustur (Shabala ve ark., 2010; Wegner ve ark., 2011). Bitkiler tuz stresine
maruz kaldiklarinda, radyal kok ekseni boyunca tiim hiicrelerin sirayla
depolarizasyonu gerceklesir ve parankima hiicreleri, tipik deneysel kosullar altinda

40-60 mV ile depolarize edilir (Wegner ve ark., 2011).

Yukaridaki bilgilerin 1s18inda, tipik bir glikofit tiirlinlin ksilem 6zsuyunda diisiik
transpirasyon hizlarinda yiiksek tuzlulukta oldugu gibi yaklasik 20 mM Na' ve
yaklasik -70 mV ila -80 mV arasinda bir parankima hiicresi membran potansiyeli
varsayilabilir. Bu parametreler i¢cin Nernst potansiyelinin basit bir sekilde
hesaplanmasi, Na™un ksilem igine pasif olarak yiiklenebilmesi icin bitkilerin
parankima hiicre sitozolinde 300 mM Na"dan daha fazlasina sahip olmasi

gerektigini gostermistir. Bu pek miimkiin degildir. Daha Once belirtildigi gibi,
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sitozolik Na" degerlerinin 30 mM’1 gecmedigi konusunda fikir birligi vardir (Tester
ve Davenport, 2003). Bu nedenle, aktif yiiklemenin, apoplastik yol baskin olmadikga,
tuzlu kosullar altinda bitkilerde ksilem Na® seviyesinin kontroliinden sorumlu olan

kilit mekanizma olmasi muhtemeldir.

Bu aktif yiikleme i¢in en muhtemel aday Na'/H" antiporteri olan SOS1’dir (Sekil
1.3.). Bu antiporterlerin, koklerin ksilem-simplast smirinda tercihli olarak
ekspreslendigi gosterilmistir (Shi ve ark., 2002). Bu aktif Na~ yiiklemesi igin itici
kuvvet, endodermiste lokalize olmus H' translokasyonlu ATPazlar tarafindan
korunan bir H' gradienti olacaktir. Halofit Atriplex nummularia’ya NaCl verilmesi;
boyle bir ATPaz’in mRNA seviyelerini ve Arabidopsis’te bir endodermal H'-
ATPaz’in T-DNA yikimini artirmistir (Niu ve ark., 1993). Bu olay tuz duyarliliginm
artirmis ve bitkilerin tuzlu kosullarda siirgiinde diisiik Na’ tutma kabiliyetlerini

azaltmistir (Vitart ve ark., 2001).

Na"’un ksilem icine yiiklenmesinin metabolik enerji gerektiren aktif bir siire¢ gibi
goriinmesi ilging bir soruyu ortaya ¢ikarmaktadir. Bitkiler neden Na™u ksileme
pompalamak i¢in enerji harcar ve sonra silirglinde birikimlerini en aza indirmeye
calisir? Ciinkii Na', hiicre turgorunu korumak icin uygun bir ozmotik potansiyel
ayarlayici olarak kullanilabilir. Bunun, hiicre vakuollerinde tonoplast NHX Na'/H"
doniistiiriicii ile verimli bir sekilde tutulabilecegi varsayilir. Bu nedenle, ksileme Na"
yiiklemesinin ~ kisitlanmasimnin  6nemi hakkindaki sonu¢ tiim durumlar igin
genellestirilemez. Mesela, ksilem icine Na' yiiklenmemesi arpanin tuz toleransinda
onemli rol oynamaz (Shabala ve ark. 2010); ayrica, toleransh arpa cesitleri, tuza
duyarli genotiplerle karsilastirldiginda daha yiiksek ksilem Na' igerigine sahiptir.
Aynisi halofit tiirler i¢in de gecerlidir (Shabala ve Mackay, 2011).

Bununla birlikte, burada iki énemli durum vardir. Yiiksek ksilem Na' yiiklemesi,
yalnizca bitkiler yaprak vakuollerinden giivenli bir sekilde Na™ tutma iistiinliigiine
sahip oldugunda kabul edilebilir. Ikinci olarak, ksilem Na' yiiklemesine, optimal
ksilem K'/Na" oranmi korumak icin ksilem icine yeterli miktarda eszamanli K"

yiiklemesi eslik etmelidir (Shabala ve ark., 2010). Burada, pasif tasima sistemlerinin
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(yani, SKOR ve NORC kanallari; Sekil 1.3.) rolii ¢ok dnemlidir. SKOR kanallarinin
tercihen ksilem parankimasi dokusunda ifade edildigi bilinmektedir ve zamana bagh
bir sekilde membran depolarizasyonu ile membran potansiyellerinde K" ’un Nernst
potansiyelinin biraz pozitif olmas1 durumunda aktive edilebilir (Wegner ve Raschke,
1994; Gaymard ve ark., 1998). SKOR kanallarinin arpadaki K' ksilem
yiiklemesindeki rolii, yakin zamanda elektrofizyolojik deneylerde dogrulanmistir
(Shabala ve ark., 2010). NORC kanallar1 ¢ok daha az secicidir ve Na* ve Ca™ gibi
diger katyonlara da gegirgendir (Wegner ve Raschke, 1994). Bu nedenle, eger
sitozolik Na' icerigi ¢ok daha yiiksek ise (100 mM’n iizerinde) ve ksilem Na®
icerigi, aksine diisiikse NORC kanallari, ksileme pasif Na" yiiklemesinden sorumlu
olabilir (Flowers ve Colmer, 2008). Bu rol, ksilem Na" igerigi hala diisiik oldugunda
ve kok korteks hiicrelerinde progresif bir Na™ birikmesi oldugunda, tuza maruz

kalinmasindan hemen sonra ¢ok 6nemli olabilir.

Ksilem Na" yiikleme mekanizmalarma dair; ikisi de ksilem parankima dokusundan
tuzluluk stresi sinyali ile iligkili, HO, ve ABA’e cevaben bir dizi elektrofizyolojik
deney yapilarak daha fazla bilgi edinilmistir (Zhu ve ark., 2016a). Bu sonuglara gore
NADPH oksidaz aracili apoplastik H,O, iiretimi, ksilem Na' yiiklemesinin tersi
yonde hareket eder ve kok dokusunda AOT ile indiiklenebilir Ca™ alimm sistemleri
ile nedensel olarak iliskilidir. Ayrica, ABA’in, Naun ksilemden geri alim islemini
(dogrudan veya dolayli olarak) diizenledigi; bumetanit (bilinen bir memeli kloriir
katyon ko-tasiyici tastyicisi (CCC); Starremans ve ark., 2003) tarafindan indiiklenen
Na' ve K" akismin énemli 6lgiide azalttig1 bulunmustur (Zhu ve ark., 2016a). Bu son
bulgular yukaridaki CCC’nin arpadaki ksilem Na' yiiklemesinde onemli bir rol
oynadigmni gostermektedir (Zhu ve ark., 2016a). AtCCC tercihen kokte ve ksilem-
simplast sinirinda siirgiin iletim sisteminde ekspreslenir (Colmenero-Flores ve ark.
2007) ve A. Thaliana’da ksilem igine K', Na" ve Cl“un koordineli simportunu

katalize ettigi bulunmustur.
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1.4.7.Ksilem’den Na" geri alim

Siirgiinde Na" birikimini azaltmanin bir bagka stratejisi de ksilime giren Naun geri
alinmas1 olabilir (Tester ve Davenport, 2003). Bu islem icin en muhtemel ‘“kontrol

noktalar1” kok ve siirgiin iletim demetlerinin olgun bdolgeleri ve siirgiiniin tabanidir.

Na'" yiiklenmesinin termodinamigi ve floemin molekiiler seviyede bosaltilmasi
hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir. HKT tasiyicilarinin her iki islemde de calistigi
iddia edilmistir (Berthomieu ve ark., 2003). HKT tasiyicilart iki tasima modunda
calisabilir, ya yiiksek afiniteli bir Na'™-K' simplasti olarak (diisik K* ve Na'
konsantrasyonlarmin varliginda), veya diisiik afiniteli bir s Na'- Na~ (ko)-transporteri
olarak (disardaki ¢ozeltideki Na'-K " konsantrasyon orani yiiksek oldugunda) (Rubio
ve ark., 1995; Gassmann ve ark., 1996). Arabidopsis hkt1;1 mutantlar1 yabani tipe
gore tuza duyarlidir ve siirgiinde Na™u asir1 miktarda biriktirirken, kokte Na™un

miktar1 oldukea diisiiktiir (Berthomieu ve ark., 2003).

HKT grup 1 genleri, Na' segici ve ksilem parankimasi hiicreleri gibi hiicrelere
plazma zar1 boyunca Na' tasiyan tasiyicilarin bir ailesidir. Piring Na' tasiyic
OsHKT1;5, plazma zarinda yerlesmistir ve koklerde ksilem dokularinda ekspreslenir
(Ren ve ark., 2005). Yapraklarda Na' birikim oranlarindaki genetik varyasyon
pirincin tuz tolerans: ile yiliksek korelasyon gosterir, ve OsHKT1;5’in alel
varyasyonu; bu degisiklikten biiyiik 6l¢iide sorumludur (Negrao ve ark., 2013;
Platten ve ark., 2013). Piring HKT tasiyicilarinin OsHKT1;4 ve OsHKTI1;5’in
konformasyonel 3D modellemesi Cotsaftis ve ark. (2012) tarafindan yapilmistir.
Cotsaftis ve ark. (2012) yaprak kimindaki Na® birikiminin, kompleks bir gen
ifadesinin dlizenlenmesi ve tasiyicilarin tuz stresi altinda protein yapisi ile kontrol
edildigini ortaya koymuslardir. Son zamanlarda, OsHKT1;4’lin ifadesi, bitki
gelisiminin farkli asamalarinda piring organlarinda ve dokularinda calisilmistir
(Suzuki ve ark., 2016). OsHKT1;4 yaprak kinlarinda ifade edilmistir, ancak geng
piring bitkilerinin koklerinde ifade edilmemistir. Ureme asamasinda, govde

uzadiginda, gen, iist nodlarda ve bayrak yapraginda oldugu gibi en iistteki internodda
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cok kuvvetli sekilde eksprese edilmistir. Fenotip incelendiginde sadece iireme

asamasinda Naun doku birikimini etkiledigini gostermistir (Suzuki ve ark., 2016).

Arabidopsis’teki esdegeri AtHKT1;1°dir (Davenport ve ark., 2007). Arabidopsis
HKT1;5’in homologu AtHKT1;1’in asir1 ekspreslenmesi; Arabidopsis'te ve piringte,
Naun siirgiin dis1 birakilmasini artirdigini gostermistir (Meoller ve ark., 2009; Plett
ve ark., 2010).

Ekmeklik bugdayda, iki piring geninin ortologlari, li¢ genin hepsinde ortaya cikar
(Huang ve ark., 2008), ancak gen ailesinin fizyolojik olarak aktif olan tek tiyesi
ekmeklik bugdayda bulunur; makarnalik bugdayda bulunmaz ve D genomundadir
(Byrt ve ark., 2007). TaHKT1; 5-D (daha once Knal lokusu olarak bilinir),
ksilemden Nau alir ve yapraklara akisini indirger (Byrt ve ark., 2014). Tasima ve
ifade sonuglarina gore TaHKT1; 5-D, bugday kok floemindeki plazma zar1 lizerinde
lokalize bir Na' secici tastyict kodlar (Byrt ve ark., 2014). Transgenik ekmeklik
bugdayda TaHKT1; 5-D’nin ekspresyonunun azalmasi;  yapraklardaki Na'

konsantrasyonunda bir artisa yol agmustir.

Makarnalik bugdayda fizyolojik olarak aktif HKT grup 1 genleri yoktur. Ancak
siirgiinde Na" birikimini azaltan iki lokus, Nax1 ve Nax2 makarnalik bugdayda
kesfedilmistir (James ve ark., 2006). Hem Naxl hem de Nax2, Nau kokteki
ksilemden bosaltabilir, Nax1 ayrica Na ’u yaprak tabanindaki ksilemden bosaltabilir;
bu nedenle, yaprak taban1 ve kini arasinda yiiksek bir Na' oranina yol acar (James ve
ark., 2006). Nax1 ve Nax2 hatlar1 ayn1 zamanda kokten filizlere kadar daha ytiksek
K" tasima hizina sahiptir ve K ’un Na"a gore daha fazla bir sekilde ayirt edilmesini
saglar (James ve ark., 2006). Nax1 icin aday gen, TmHKT1; 4 (Huang ve ark., 2006)
ve Nax2 icin aday gen, TmHKT1; 5 (Byrt ve ark., 2007)’dir. Daha sonra yapilan
caligmalar bu genlerin ksilemi ¢evreleyen hiicrelerin plazma zar1 {lizerinde lokalize

oldugunu gostermistir (Munns ve ark., 2012).

Nax2’nin ayn1 zamanda sodik topraktaki bitkilere de fayda sagladigi bulunmustur
(Geng ve ark., 2016). Na" dislamada farklilik gosteren ii¢ tahil tiirii, Na™ humat ile
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sodik bir saks1 karisiminda yetistirilmis ve yaprak besin profilleri ve saksi verimi
belirlenmistir. Nax2 geni iceren Na™u disariya atan ekmeklik bugday ve durum
bugdayr Nax2 geni icermeyen Na' biriktiren arpa ve makarnalik bugdaydan daha
yiiksek verime sahiptir (Geng ve ark., 2016).

Bununla birlikte, son zamanlarda Nax lokuslarimin hem kok korteksi hem de merkezi
silindir dokularinda Na'/H" degistirici gibi SOS1’in aktivitesini ve ekspresyon
seviyelerini de etkiledigi gosterilmistir. Zhu ve ark., (2016b) Nax gen bdlgelerinin,
her ikisinin de ksilem Na' iceriginin azaltilmasina katkida bulunan iki tamamlayici
mekanizma sagladig1 sonucuna varmustir. Bu mekanizmalardan biri, Naun kok
merkezi silindirine HKT1;4 veya HKTI1;5 yoluyla geri kazanilmasini artirirken;
digeri, SOS1 yoluyla ksilem i¢ine Na~ yiikleme hizin1 azaltir. Bu nedenle, siirgiin
iyon igeriginin kontroliinde hangi siirecin (ksileme Na' yiikleme veya Na "un floem
tarafindan koklere geri aliminin azaltilmasi) daha biiyiik rol oynadig1 tam olarak

bilinmemektedir.

1.4.8.Floem yoluyla siirgiinden Na* uzaklastiriimasi

Siirgiinden Na' uzaklastirilmasina, Naun koklere floem tarafindan yeniden sirkiile
edilmesi aracilik eder (Munns ve ark., 1988; Blom-Zandstra ve ark., 1998). Bu
sirkiilasyonun derecesi ile bitki tuzluluk toleransi arasinda giiclii bir korelasyon
oldugu cesitli bitki tiirlerinde bildirilmistir (Matsushita ve Matoh, 1991; Pérez-
Alfocea ve ark., 2000). Bununla birlikte, asagida belirtildigi gibi, floemdeki Na"
akimlari, ksilemden c¢ok daha azdir, bu da floemdeki retranslokasyonun,
yapraklardaki Na" konsantrasyonlarini diizenlemek icin smirli bir kapasiteye sahip

oldugunu gosterir.

Floeme molekiiler seviyede Na' yiiklemesinin ve bosaltilmasmin termodinamigi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. HKT tasiyicilarinin her iki islemde de ¢alistig
One siirtilmistiir (Berthomie ve ark., 2003). Arabidopsis hkt1;1 mutantlari, yabani
tipe kiyasla tuza duyarlidir ve siirgiinde Na""u asir1 miktarda biriktirir, ancak kokte

Na" birikim miktar1 ¢ok diisiik seviyededir (Berthomieu ve ark., 2003). 4tHKTI1;1,
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baskin olarak floemde bulunmustur. Bu proteinin siirglindeki ksilem parankimasi
hiicrelerinin plazma membraninda lokalize oldugunu gosteren Sunarpi ve ark.
(2005), AtHKT1;1’in Na""un siirgiindeki ksilemden ¢ekilmesinde bir rolii olabilecegi
olasigini ortaya koymustur. Bu goriis Davenport ve ark. (2007) tarafindan kesin
olarak desteklenmistir. A#ZHKT1;1’in, floem yoluyla Na" devridaiminde yer almadig
ve koklerin icine Na' akigindan sorumlu olmadig1 sonucuna varilmistir. Bunun
yerine, AtHKT1;1’in, ksilemden Na' aliminin ve kok vakuolar yiiklemesinin
kontroliindeki rolii onaylanmustir (Davenport ve ark., 2007). Na""un siirgiinden nasil

cikarildigr ve koklere geri alindigi sorusuna bir cevap hala bulunamamustir.

Cevaplanmamig dnemli bir soru da floemde remobilize edilmis Naun kaderi ile
ilgilidir. Na"’un koke hareket ettigi konusunda bir fikir birligi vardir. Ancak kokiin
Na' i¢in nihai hedef olup olmadig1 bilinmemektedir. Bir yapraktan alinan Na' tastyan
kalburlu borular, yalnizca floem sivisinin asagi dogru hareketi engellenirse, geng
yapraklar icin risk olusturmadan Na" ihrac edilebilir. Bununla birlikte, eger kalburlu
borular daha geng yapraklara veya siirgiin tepesine bagliysa, Na' floemden biiyiiyen
yapraklara tasinir ve siirgiinlerde Na“un hizli bir sekilde toksik seviyelere
ulasabilecegi meristematik bolgelerine yonlendirilebilir. Acibaklada '*C iceren
besleme ¢alismalari ile gosterildigi gibi, yash yapraklar fotosentatlariyla kokii besler,
geng yapraklar siirgiin tepesini besler ve orta konumdaki yapraklar da siirgiin tepesini
ve kokii besler (Layzell ve ark., 1981). Floem yoluyla sinirli miktarda tuz c¢ikist

siirgiiniin biiyliyen dokularina yonlendirilmemesini saglar.

Tuza daha fazla toleransh tiirlerde floemde diisiik tuz ¢ikis oranlari vardir. Tuza
toleransli tiirlerden olan arpa, ksilemde yapraklara giren Na"un sadece %10’unu
disar1 verir (Wolf ve ark., 1990). Tuza duyarh tiirlerin, tuza toleransh tiirlerden daha
yiiksek oranda floem ihracati oldugu goriilmektedir. Son derece hassas bir bitki olan
beyaz lupin i¢in, floemden tuz ¢ikisinin 25-40 mM NaCl’de yetisen bitkiler i¢in tuz
aliminin %30’u ve 100 mM NaCl’de yetisenler i¢in tuz alimmin %50’si oldugu
tahmin edilmistir (Munns ve ark., 1988; Jeschke ve ark., 1992). Floemdeki Na" ve

CI konsantrasyonu arttik¢a, meristematik ve tireme dokularinin tuz yiikleme olasilig
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da artar. Acibaklada, Na""un floem alimmin artmasinin, tuza duyarlihina katkida

bulunabilecegi muhtemeldir (Jeschke ve ark., 1992).

Béylece tuzlu toprakta yetisen bir bitki i¢in kok ksileminde Na" yiiklemesini kontrol
etmesi ve Na""u koklerin iist kismindaki ksilemden, yaprak veya govde tabanindan

almak i¢in bir yedekleme mekanizmasina sahip olmasi kritik 6nem tagir.

1.4.9. Oksidatif stres toleransi

Hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan ana savunma hatti, cesitli antioksidan
bilesenlerden olusur. Bunlar bir dizi enzim ve AOT’ni yikici1 bir radikal haline
doniismeden etkisiz hale getirme kabiliyetine sahip olan diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerdir (Scandalios, 1993). Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
bilesenler AOT’nin detoksifikasyonundan sorumludur (Mittler ve ark., 2004). Bu
sistemin enzimatik bilesenleri siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPX), guaiakol peroksidaz
(GPOX) ve katalazdan (CAT) olusur (Noctor ve Foyer, 1998). Enzimatik olmayan
AOT siipiiriicii bilesiklerin en onemlileri askorbat ve glutatyondur (Colville ve
Smirnoff, 2008). Metal iyonlarinin ayrilmasi ile birlikte bunlar arasindaki mevcut
denge, yliksek derecede toksik hidroksil radikalinin olugumunun Onlenmesinde
onemlidir (Mittler, 2002). Aktif oksijen tiirlerinin enzimler tarafindan nasil

detoksifiye edildigi Tablo 1.6.’da gosterilmistir.

Tablo 1.6. Aktif Oksijen Tiirlerinin Cesitli Antioksidan Enzimlerle Atilmasi

Enzim Reaksiyon

SOD 0, "+2H => H,0,

CAT H,0,=>H,0+ % 0,

POD H,0,=>H,0 + % 0,

APX H,0,+ Asc => H,0 + MDA

MDAR MDA + NAD(P)H => Asc + NAD(P)"

DHAR DHA + GSH => Asc + GSGG
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Tablo 1.6. (Devami)
GR GSGG + NAD(P)H => GSH + NAD(P)"

GPX H,0, + GSH => H,0 + GSGG

AOT geleneksel olarak aerobik metabolizmanin yan friinleri olarak kabul edilir
(Mittler, 2002). Bitkilerin AOT ni aktif olarak sayisiz fizyolojik stireci kontrol etmek
i¢in sinyal molekiilleri olarak iirettikleri anlasilmistir. Ornegin; savunma tepkileri ve
hiicre 6liimii, ¢apraz tolerans, gravitropizm, stoma agilmasi, hiicre genislemesi ve
boyuna biiyiime, hormon etkisi, yaprak ve ¢igek gelisimi gibi. Bircok durumda, AOT
iretimi genetik olarak programlanir; siiperoksit ve H,O, ikinci haberci olarak
kullanilir (Foyer ve Noctor, 2005). Bu gibi fizyolojik durumlar i¢in “oksidatif stres”
yerine yeni  “oksidatif sinyal” kavrami  Onerilmistir. AOT’nin  bitki
metabolizmasindaki "pozitif' rolii i¢cin hem fizyolojik (6rnegin iyon kanallar
aktivitesinin diizenlenmesi; Foreman ve ark., 2003), hem de genetik (6rnegin gen
ekspresyonunun kontrolii; Mittler ve ark., 2004) seviyelerde bildirilmistir. Boylece,
AOT’nin bitkilerde hayvanlarda oldugu gibi pleiotropik etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. AOT belirli yerlerde kontrollii bir sekilde iiretildiginde, bitki
metabolizmasinda kilit rol oynar. Asirt iretildiklerinde, sonucta meydana gelen
kontrolsiiz oksidasyon hiicresel hasara ve nihayetinde 6liime neden olur. Hasarlari
onlemek, ancak AOT nin faydali fonksiyonlarinin devam etmesine izin vermek igin,
antioksidan savunma sisteminin aktif oksijeni kontrol altinda tutmas ile ilgilidir. Bu
nedenle, bitkiler AOT iiretimini ve temizligini hassas bir sekilde dengelemek igin
gercekten zorlu bir ikilemle karsi karsiya kalmaktadir. Bu, biiyiik bir gen agmin
“AOT gen ag1”; diizenlenmesi, iyon tastyicilarinin ve sitozolik iyon homeostazinin

etkin kontroliiyle saglanir (Mittler ve ark., 2004).

Antioksidan aktivite ile tuz toleranst arasindaki baglanti olduk¢ca karmagsik
goriinmektedir. Diizinelerce makale, bitki dokularindaki antioksidan tiretimi ile bitki
tuz toleransi arasinda pozitif bir iligki oldugunu iddia ederken, bir¢ok c¢aligsmada ise
bu iki oOzellik arasinda korelasyon olmadigi, hatta negatif bir korelasyonun
bulundugu bildirilmistir (Bose ve ark., 2014). Bu baglamda, sitozolden Na"

dislanmasi i¢in etkili mekanizmalara sahip olan gergekten tuza toleransh tiirlerin, ilk
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asamada asir1 AOT {retimine izin vermediklerinden yiiksek diizeyde antioksidan
aktivite gerektirmeyebilecegi iddia edilmistir (Bose ve ark., 2014). Bu nedenle, artan
antioksidan aktivitenin, dogrudan tuz toleransi saglayan bir 6zellik yerine hasar

kontrol mekanizmasi olarak ele alinmasi gerektigi de belirtilmektedir.

Yukaridaki tartigmalara ragmen, glikofit ve halofit tiirler arasindaki karsilagtirmali
bir analiz; genel olarak halofitlerde daha yiiksek seviyede antioksidan enzim
aktivitesi, ozellikle de yiiksek SOD aktivitesi oldugunu ortaya koymustur. SOD’n
ana rolii O, “nin H,O,’e hizli bir sekilde doniisiimiinii saglamaktir. Stres kosullar
altinda hem transkripsiyon hem de translasyon sonrasi seviyelerde bir dizi adaptif
cevabi tetiklemek icin H,O; sinyallerinin hizli sekilde indiiklenmesi ve bunun i¢in de
daha yiiksek SOD seviyeleri gereklidir (Bose ve ark., 2014). Ayrica AOT nin en
zararlis1 olan hidroksil radikali enzimatik antioksidanlar yoluyla detoksifiye edilemez
ve membran yapilar1 ve transport proteinleri iizerindeki zararl etkilerini dnlemenin
tek yolu enzimatik olmayan antioksidanlarla gerceklestirilen detoksifikasyondur.
Halofit tiirler, bu konuda glikofitlere gore oldukga iistiin goriinmektedir (Bose ve

ark., 2014).

1.5. Anatomik Adaptasyon

Halofitleri veya tuza toleransh glikofitleri, tuza duyarli bitkilerden ¢arpict sekilde
farkli kilan tek bir anatomik o6zellik yoktur. Yine de, bazi anatomik o6zelliklerin,
bitkilerin yiiksek tuzlu ortamlara adaptasyonunda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
Bunlarin ¢ogu Na' tutulumu veya sekestresyonu ile iliskili olsa da, bagka bazi

fizyolojik mekanizmalar da mevcuttur (Shabala ve Munns, 2017).

1.5.1. Yaprak etlenmesi

Yaprak etlenmesi, yaprak dokularinin kalinlasmasini ve elde edilen yaprak 6zsuyu
hacmindeki artis1 tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (Shabala ve Mackay, 2011).
Bu olgunun fizyolojik mantigi; bu organelde daha verimli hiicre ici Na™ tutulumuna

yol agan, hiicre ve vakuol boyutundaki 6nemli bir artigtir. Glikofitlerde yaprak
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etlenmesi tipik olarak, mezofil hiicrelerinin biiyiikliigliniin artirilmasiyla saglanir
(Gorham ve ark., 1985). Optimal hiicre metabolizmasin1 saglamak igin Na“’un
sitozolden uzaklastirilmasinin 6nemi g6z Oniine alindiginda, yaprak kalinligini hizla

artirabilen bitkilerin adaptif bir avantaja sahip oldugu kabul edilir.

Buna gore, yaprak kalinligindaki artisin tuz toleransi i¢in bitki 1slahinda fizyolojik
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Halofitlerde, 6zellikle de tuz
bezleri olmayanlarda, yaprak etlenmesi, yaprak dokusu hiicreleri arasinda yiiksek
derecede Ozellesme ile sonuglanan temel bir 6zelliktir. Carpobrotus rossii adli halofit
tiirde; fotosentetik mezofil hiicreleri nispeten kiiciik bir alanla sinirlandirilirken,
yapragin biiylik bir kism1 ¢ok az kloroplast igeren slinger parankimasi hiicrelerinden
olusur. Boyutu ¢ok biiyiik olan bu hiicreler yaprak laminasinda Na" tutulumu igin
genis bir alan sunar. Na’un siinger parankimasi hiicrelerine yiiklenmesini, ancak
mezofile yiiklenmemesini saglayan spesifik iyonik mekanizmalar arastirilmaya

devam edilmektedir (Shabala ve Munns, 2017).

1.5.2.Tuz bezleri ve tuz keseleri

Tuz keseleri ve bezleri, tuzluluk ile ilgili en belirgin anatomik ozelliktir. Ug ana tip
bez veya kese yapis1 bilinmektedir (Agarie ve ark., 2007; Shabala ve Mackay, 2011):
Bunlar tahillarin ¢ogunda bulunan iki hiicreli bosaltim yapilari, bazi tahil tiirlerinde
ve birkag¢ dikotiledon familyasinda bulunan ¢ok hiicreli yapilar ve Chenopodioideae,
Oxalidaceae ve Mesembryanthemaceae familyalarima 6zgii olan epidermal kese
hiicreleridir (EBC). Tuz bezlerinin ve keselerinin temel islevi, fazla tuzun metabolik
olarak aktif dokulardan uzaklastirilmasidir (Agarie ve ark., 2007; Flowers ve Colmer,
2008). Tuz bezleri igeren bitkilerin giinliik olarak yapraklarda bulunan Na®
miktarinin Ui¢ ila dort katin1 salgilayabildigi bildirilmistir (Marcum ve Murdoch,
1992; Marcum ve ark., 2007). Bununla birlikte, keselerin iglevi, yalnizca toksik iyon
tiirleri icin bir depolama alani olmak degildir. Olduk¢a yogun yapilar oldugundan,
tuzlu keseler ayrica su kaybini azaltmak ve asir1 UV hasarini 6nlemek i¢in ikincil bir
epidermis olarak 6nemli bir rol oynayabilir. EBC icin 6ne siiriilen diger fonksiyonlar,

su, malat, flavanoidler, sistein, pinitol, inositol ve kalsiyum oksalat kristalleri gibi
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cesitli metabolik bilesiklerin depolanmasini igerir (Agarie ve ark., 2007; Jou ve ark.,
2007). Bu acidan, tuz keseleri, gorevi sadece asir1 Na" ve CI ‘un salgilanmas1 olan

tuz bezleri ile karsilagtirildiginda tuz toleransi konusunda daha 6n plandadir.

Tuz kesesi yogunlugu, yaprak yiizeyine (adaksiyal ve abaxial), yaprak yasi1 ve bitki
tirlerine bagli olarak biiyiik Ol¢iide degisebilir. Genel bir kural olarak, kese
yogunlugu genc¢ bitkilerde daha yiiksektir, yapraklar gelisirken ve yaprak
olgunlasirken bu yogunluk azalir (Bonales-Alatorre ve ark., 2013). Kese tam
kapasitesine ulastiktan sonra yirtilir ve kesede biriken tuzlar serbest birakilir. Yaprak
ylizeyi yogun bi¢cimde kiitinlestiginden, tuzun yeniden emilme olasiligr minimumdur

ve Na' iyonlarmin ¢ogu daha sonra yaprak yiizeyinden yagmurla yikanr.

Iyonun tuz keselerine yiiklenme mekanizmasi hala bir hipotez halindedir. Bu konuda
hem apoplastik hem de simplastik yollarin fonksiyonel oldugu 6nerilmis ve bazi 6zel
hiicre tiplerinin rol oynadigi bildirilmistir (Shabala ve Mackay, 2011). Son
zamanlarda, yapisal ve islevsel benzerliklere dayali yeni bir model Onerilmistir
(Shabala ve ark., 2014). Bu model, EBC’ye tuz yiiklenmesine katkida bulunan ana
tasima sistemlerini agiklamaktadir. Bu modele gore, sap hiicresi (SC), EBC’ye tuz
yiiklenmesini diizenlerken arkadas hiicreleri (CC) floem igine seker yliklemeyi
diizenler (De Schepper ve ark., 2013). Tuzun SC ve kese hiicresinin sitoplazmik
tabakasi boyunca biiyiik merkezi vakuoliin i¢ine hareketi, fizyolojik olarak benzer bir
role sahip olan bobrek hiicreleri epiteli gibi diisliniilebilir (Gattineni ve Baum, 2015).
Bu siirece polar olarak organize edilmis tastyicilar aracilik eder. Termodinamik bir
bakis agisindan, EC’den EBC vakuoliine Na™ ve CI” tasinmasi, s6z konusu iyonlarm
elektrokimyasal potansiyel gradyanina baglanmayi gerektiren enerjik olarak zor bir
islem olmalidir. Bu rol, buna gore SOS1 ve NHX1 tipi genler tarafindan kodlanan
plazma zar1 ve vakuol proton-bagimli Na" tasiyicilara aittir (Kronzucker ve Britto,
2011; Yamaguchi ve ark., 2013). Asag1 dogru Na~ aktarimima Na' kanalim kodlayan
HKT tipi genler aracilik eder (Almeida ve ark., 2013). EBC’ye kloriir yiiklenmesine,
CIC tipi proton baglh tasiyicilar ve SLAC/SLAH tipi kanallar aracilik eder (Plett ve
ark., 2010; Roelfsema ve ark., 2012). Vakuolar Na" ve CI birikimine V-ATPaz ve V-
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PPaz H' pompalar1 tarafindan enerji saglanir (Shabala, 2013). Sitozolik K™ ve

organik osmolitler tarafindan osmotik denge ayarlanir (Sekil 1.8).

Hem EBC hem de SC, EC-SC-EBC kompleksi icinde apoplastik baglant1 kolayca
coziilebilir. Tuz kesesi hiicreleri ve ortak EC’ler arasinda NaCl ig¢in belirgin
konsantrasyon gradienti goz 6niine alindiginda (kirmizi sayilar), hiicresel Na* ve CI
transportunun molekiiler mekanizmast ve bunun fonksiyonel epidermis kese
kompleksi i¢indeki diizenlemesi hakkinda bazi sorular ortaya ¢ikar. Termodinamik
diislincelere ve on deneysel verilere dayanarak, cesitli transport sistemlerinin
esgiidiimlii bir sekilde ¢alistiklar1 6ngoriilmektedir. Bunlar; SOS1 (Na'/H™ plazma
membran degistirici), HKT1 (Na® kanali olarak calisan yiiksek afiniteli tasiyici),
SLAH (CI" gegirgen anyon kanali, NRT (ClI/H" yardime1 tasiyic1) ve NHX1’dir
(tonoplast bazli Na'/H" degistirici) (Shabala ve ark., 2014) (Sekil 1.8.).

10-50 Na*

Sekil 1.8. Kese hiicre kompleksi anatomisi ve epidermal kese hiicrelerinde (EBC) tuz tutulmasina aracilik eden
tagima sistemi (Shabala ve ark., 2014).

1.5.3. Kok anatomisinde degisiklikler

Kok biiylimesi tuz stresinden genellikle yaprak biiyiimesine gore daha az etkilenir.
Kok biiytime hizi, NaCl veya diger osmotik bir strese maruz kaldiktan sonra normale
donebilir (Munns, 2002). Misirda, 0,4 MPa’ya kadar mannitol, KCI veya NaCl (yani

plazmolize neden olmayan bir osmotik sok) uygulamasindan sonra bir saat i¢inde,
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150 mM gibi yiiksek NaCl konsantrasyonlarina maruz kaldiktan sonra bir giin i¢inde
kok biiylimesi normal seyrini tekrar kazanabilir (Munns, 2002). Yapraklarin aksine,
bu kok biliylime hizlarinin normale donmesi, turgorun tamamen kazanilamamasina
ragmen gerceklesir (Frensch ve Hsiao, 1994). Bu, hiicre duvarit 6zelliklerinde
yapraklara kiyasla koklerde farkli degisiklikler oldugunu gdésterir, ancak mekanizma
bilinmemektedir. Zamanla, yeni veya lateral koklerin baskilanmasi gerceklesir, ancak

bu konuda ¢ok az sey bilinmektedir.

Yapilan calismalar tuzlu kosullarda yetisen bitkilerde kazik koklerin uzamasiin
yavasladigi ancak vaskiiler kok dokularinin farklilasmaya devam ettigini ortaya
cikarmigtir. 150 veya 200 mM NaCl ile vermikiilitte yetistirilen pamuk bitkisinin
koklerinin ayrintili anatomik ¢alismalarinda, kazik kok uzamasinin yavaslamasiyla,
ksilem elemanlarinin farklilagsmasinin devam ettigini gostermistir (Reinhardt ve Rost,
1995a). Oyle ki, olgun ksilem elemanlarinin, tuz stresi altindaki bitkilerin kok
uclarina, tuza maruz kalmayan kontrol bitkilerinden daha yakin oldugu bulunmustur.
Ayrica, yan koklerinin ugtan yaklasik iic kat daha fazla ¢iktigini, kazik kokiin ise
kontrole kiyasla 200 mM NaCl stresi altinda ciddi sekilde kisitlandigini (kontrolden
on kat daha yavas) bulmuslardir (Reinhardt ve Rost, 1995b).

Tuz stresi kosullarinda aksiller ug¢ biiylimesi yavagladiginda yan koklerin
bliylimesinin avantaji; suya ve besinlere erisim i¢in toplam kok uzunlugunun
korunmasi olabilir. Rahnama ve ark. (2011), makarnalik bugdayin aksiller
koklerinin tuz stresi etkisiyle biiyiimesinin yavasladigi, ancak kok uzunlugunun yan
koklerde meydana gelen bliylime hizindaki artis ile telafi edildigini ortaya
cikarmistir. Yan kokler genellikle aksiller koklerden daha ince oldugundan, yan
koklerde birim karbon basina daha fazla kék uzunlugu iiretilebilir, bu da belki de
aksiller uzunlugundan farki agiklar. Pamuk ve diger tiirlerde yapilan ¢alismalar, kok
bliyiime hizindaki azalmanin ve yan koklerin biliylime hizindaki artigin, osmotik
strese bagli oldugunu ve tuz toksisitesine bagli olmadigini gostermistir (Rahnama ve

ark., 2011).
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1.5.4. Yaprak transpirasyonunun kontrolii

Tuz uygulanmis bitkilerde birim yaprak alani basina fotosentez hizi, stoma iletkenligi
azalsa bile, genellikle degismez (James ve ark., 2002). Bu paradoks, yukarida
aciklanan, daha kii¢iik, daha kalin yapraklara neden olan ve birim yaprak alan1 basina
daha yiiksek bir kloroplast yogunlugu ile sonuglanan hiicre anatomisinde meydana
gelen degisikliklerle agiklanmaktadir. Makarnalik bugday ile yapilan ayrintili bir
calismada, stoma iletkenligindeki stres kaynakli diisiis, hemen farkedilmistir.
Tersine, fotosentez hizi, hemen azalmamistir (James ve ark., 2002). Birim yaprak
alan1 basma yiiksek fotosentez hizi, degisen yaprak ve hiicre morfolojisinden
kaynaklanmistir. Boylelikle farkli boyutlardaki daha kiiglik hiicrelere sahip olan ve
birim yaprak alan1 basina daha yiiksek bir kloroplast yogunlugu sergileyen yapraklar,
daha diisiik stoma iletkenligini telafi edebilmis ve fotosentez hizin1 koruyabilmistir
(birim yaprak alam1 bazinda). Bu sonug, yaprak i¢in yiiksek bir transpirasyon
verimliligi saglar, ¢iinkii birim karbon fiksasyonu basina kaybedilen su daha azdir.

Bu kuru veya tuzlu topraga bir adaptasyondur.

Fotosentez, birim alan yerine klorofil bazinda ifade edildiginde, tuzluluktan
kaynaklanan bir azalma genellikle oOl¢iilebilir. Her durumda, tuzluluktan dolayi
yaprak alanindaki azalma, bitki basina fotosentezin her zaman azaldigi anlamina

gelir (James ve ark., 2002).

1.6. Tuz Stresi Algilama ve Erken Sinyalin Varsayillan Mekanizmalari

Sitozolden Na" ¢ikarilmasina aracilik eden Na™ tasima sistemlerinin molekiiler yapist
ve fonksiyonu ayrmtili olarak incelenmistir. Bitkilerin toprakta yiiksek Na'
seviyelerini algilamalarini saglayan mekanizmalar ve tuzlu kosullar altinda bitki
performansini optimize eden hizli sinyal olaylar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir
(Maathuis, 2014; Shabala ve ark., 2015). Sensor terimi, dis ortamdaki degisiklikleri
algilayan ilk bilesen anlamina gelir. Bu, sensor i¢in biyofiziksel bir 6zelligi isaret
eder (milisaniye araliginda calisir) ve konumunun plazma zarinda oldugunu belirtir.

Bununla birlikte fizyolojik olarak, tuzlulugun zararli etkileri ¢ok daha yavas
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(saatlerden glinlere) bir zaman diliminde belirginlesmektedir. Dolayisiyla, pratik
bakis agisindan, bu sensorler genotipik farklilik veren ve bitkilerin tuzlu bir ortama

adaptif potansiyelini belirleyen erken sinyal olaylaridir (Tablo 1.7.).

Tablo 1.7. Bitkilerde tuz stresi algilama ve erken sinyal i¢in olasi mekanizmalar

Varsayillan  sensdr Aday Detaylar/yorum Referanslar
mekanizma genler/proteinler
Na' tastma  SOSI Na'/H™ SOSI1 proteini, sitoplazmada yer Zhu, 2003
sistemleri antiporter almasi ve potansiyel olarak Na“u

algilamasi Ongoriilen 10-12

transmembran bolgeye ve 700 amino
asit uzunlugunda bir kuyruga

sahiptir.  Ancak, bu hipotez icin

dogrudan deneysel destek
saglanmamuistir.
Na® tastma NCX ailesinden Arabidopsis igin varsayilan bir NCX Wang ve ark.,
sistemleri Na'/Ca* benzeri (AtNCL) geninin varligi 2012
esanjorleri Onerilmistir.  9-11  transmembran

alanlart1 ve biyiikk bir hiicre ici
hidrofilik halka igeren bir proteini
kodlar. Protein, NCX’te korunan
bazi kritik amino asitlere sahiptir
(treonin, serin veya asparajin gibi).
Bunlar hiicre ici Na' bolgesini
algilayan alani olugturur.

Diizenleyici Na" CHX ailesinden Bitkilerde heniiz hicbir Na" secici Maathuis,

baglayict  bolgelere Katyon-H" iyon kanal1 tanimlanmamistir 2014

sahip proteinler degistiriciler (Hedrich, 2012). Bununla birlikte,
bitkiler, memelilerde bulunanlar gibi
diizenleyici Na” baglanma
bolgelerine sahip baska proteinler
icerebilir. Muhtemel adaylar,
sitozolik bir halkada birbirlerinin
karsisinda bulunan ve bir
DxR/KxxH motifi olusturan bir
aspartat ve bir histidinin yan

zincirlerine sahip olmalidir.



NSCC/NADPH

oksidasyonlar ikilisi

Mekanik sensor
kanallar1 ve
tagiyicilar

Siklik niikleotid
reseptorleri

Purino-reseptdrleri

Tablo 1.7. (Devami)

NOX genleri
(RbohA-J)

MSL (MscS
benzeri), MCA ve

Piezo
familyasindan
tastyicilar; RLK

(reseptdr benzeri

kinazlar)

CNGC ailesi

P2X reseptorleri

RbohD ve RbohF, tuz stresi tepkileri
icin kritik éneme sahiptir ve Ca"
gecirgenligi olan NSCC kanallari ile
paralel olarak bitkilerde bir tuz
sensOrii  olarak calisabilir. Model,
NSCC’nin NADPH oksidazin hemen
yakininda

dolayisiyla NADPH oksidazin ¢ok

bulundugunu ve

hizl1 bir aktivasyonunu ve apoplastik
alanda AOT birikiminde eszamanli
bir artig saglayabildigini varsayar.

Mekanik-sensor kanallar mekanik
bir kuvveti milisaniye i¢inde elektrik
trans-membran varyasyonuna
doniistiirir ve bu nedenle, ¢ozelti
ozmolalitesindeki ani bir degisimin

dis

algilamak

neden  oldugu ortamdaki

degisiklikleri icin en
muhtemel adaylardir.

Secici olmayan 20 katyon kanali
CNGC

Arabidopsis’teki ailesine

aitti.  Bu  kanallar  Ca™’ya
gecirgendir ve NADPH oksidaz ile
birlikte, Ca™ “imzalarin1”
sekillendiren ve tuzluluga gen agi
aracili bitki uyarlamali tepkilerini
aktive eden kendiliginden genisleyen
bir fonksiyonel birim olusturabilir.

ATP ve ADP gibi hiicre dist
piirinler, tuzluluk kosullar1 altinda
sinyal molekiilleri olarak islev goriir.
Tuza bagli eATP, plazma zarindaki
P2X  purino-reseptorleri tarafindan
algilamr ve K'/Na" homeostazi ve
plazma membrani onarimina bagh
genlerin yukart regiilasyonu igin
gerekli olan H,0, ve sitozolik Ca™

gibi sinyallere ¢evrilebilir.
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2015; Talke ve
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Sanders, 2001
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ark., 2009;
Tanaka ve
ark., 2010;

Sun ve ark,

2012



Anneksinler

H'-ATPaz/GORK

ikilisi

ANNI1

AHA; GORK

Tablo 1.7. (Devamu)

AtNN1,  dizlemsel lipit  ¢ift
katmanlarinda Ca'? gegirgen kanallar
olusturabilen bir plazma membran
proteinidir.  AtANN1, kok Na'
alimma katkida bulunmasa da, tuz
tedavisi sirasinda iiretilen sitozolik
Ca' sinyalinin bir bilesenidir ve tuz
kosullarinda kok hiicresinin
adaptasyonunda anahtar bir bilesen

oldugu ileri siirtilmektedir.

Bitki plazma zar1 H+-ATPaz,
sitoplazmik fosforilasyon alaninda
Asp (617) igeren bir bdlgede proton
pompasina bagli K' ile uyarilir.
Tuzluluk  tarafindan  indiiklenen
masif GORK aracih K’ akisi,
sitozolik K" konsantrasyonunda hizl
(dakikalar iginde) iki kat azalma
saglar. GORK kanallarmin  H'-
ATPaz’a  yakin  yerlestirildigini
varsayarsak, H'-ATPaz mikro etki
alanindaki sitozolik K"
konsantrasyonundaki bir disiis, Glu
(184)'te  inhibisyonu  yukarida
aciklandigr sekilde serbest birakarak

H "-pompasini hizla aktive edebilir.
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Lee ve ark,

2004;
Laohavisit ve
ark., 2013
Buch-
Pedersen  ve
ark., 2006;
Shabala ve
ark., 2006

Ayn1 zamanda, bu algilama sistemlerinin ¢ogunun paralel olarak (cok farkli zaman

araliklarinda olmasma ragmen) calismasi ve sitozolik olmayan Ca™* ve H,0,’deki

degisimler gibi ortak bilesenlerle entegre edildigi savunulmaktadir (Shabala ve ark.,

2015). Birlikte ele alindiginda, bdylesine karmasik bir algilama mekanizmasi

bitkilere, tuz stresinin kendine 6zgii dogas1 ve ciddiyetiyle ilgili bilgileri kodlayarak

stresi spesifik Ca™ ve H,0, sinyallerine déniistiiren saglam bir kod ¢ozme sistemi

saglayabilir.
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Ikincil tuzluluk, hem g¢evresel hem de toplumsal tehdit teskil eder. Tuzlar, yiikselen
taban suyu ile topraga dogru hareket ederken, sulama depolarmi veya sehir su
kaynaklarii besleyen dere veya nehirlere gider. Taban suyundaki degisiklikler g6z
Ontline alinmadan bu topraklarin ekiminin devam etmesi olumsuz etkiler yaratabilir.
Tuzlanma silirecini  durdurmak i¢in yeniden bitkilendirme veya tarimsal
uygulamalarin degistirilmesi gerekebilir. Sulama suyunun daha fazla kullanilmasi
veya bitki ortiilii topraklarin daha fazla temizlenmesi i¢in iyilestirme veya kontrol
caligmalarinin eksikligi topraklarda ve su havzalarinda geri doniislimsiiz hasara

neden olabilir.

Yagisin diisiik oldugu ve taban suyunun ylikselmedigi dogal tuzlulukta, kiiresel gida
kaynaklarin1 korumak i¢in silirekli ekim oOnemlidir. Bitkilerin tuzla basa g¢ikma
mekanizmalar1 tarim daha marjinal alanlara gectikce 6nemi artan bir konudur ve yeni

genetik tuz toleransi kaynaklar1 bulunmalidir.

Bitkilerin hiicre sitozoliinde toksik Na" seviyelerinin ortaya ¢ikmasini 6nlemek igin
gelistirdikleri mekanizmalarin, osmotik diizenleme ve hiicre turgorunun korunmasini
saglayan mekanizmalarin yani sira, tuzlulugun dayattigi AOT stresiyle bas etmenin
etkili mekanizmalar1 ile tamamlanmasi gerekir. Bu siireglerin daha kapsamli bir
fizyolojik ve genetik bilgiyle anlagilmasi; yetistiricilerin gelecek i¢in yeni dayanikli

bitkiler tiretmelerini saglayacaktir.

1.7. Tuza Bagh Hasarlar1 Azaltmak Icin Koruyucu Ekzojen Maddelerin Rolii

Cok sayida aragtirma, osmoprotektanlarin (prolin, glisinbetain, trehaloz), bitki
hormonlarinin (absisik asit, indol asetik asit, giberallik asit, jasmonik asit, salisilik
asit, brassinosteroidler), antioksidanlarin (askorbik asit, glutatyon, tokoferol), sinyal
molekiillerinin (nitrik oksit, hidrojen peroksit), poliaminlerin ve iz elementlerin
(selenyum, silisyum) ekzojen olarak uygulanmasinin, bitkilerde tuz kaynakli
zararlara karst onemli bir koruma sagladigini gostermistir. Bu koruyucu maddeler
cimlenme, biiyiime, gelisme, fotosentez, antioksidan kapasite ve verimi artirarak tuz

toleransini artirmistir.
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Ekzojen olarak uygulanan salisilik asidin (SA) etkisinin, doza, bitki tirii ve
genotipine, gelisim asamasina ve uygulama bigimine bagli olarak farkl etkilere sahip

oldugu bildirilmistir (Horvath ve ark., 2015; Poor ve ark., 2019).

1.7.1. Bitkilerde salisilik asidin rolii

SA biyotik ve abiyotik stres faktorlerine verilen ¢oklu tepkilerin aktivasyonunda ve
diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigi belirlenmis bir bitki hormonudur. Ozellikle,
bitki-mikroorganizma etkilesimleri sirasinda, savunma mekanizmalarinin bir pargasi
olarak, SA baslangigta lokal olarak enfekte olmus dokuda biriktirilir ve daha sonra
bitkinin enfekte olmayan kisimlarinda sistemik kazanilmig direng saglamak i¢in tiim
dokulara yayilir. SA, fenilalanin veya izoforizma biyosentetik yolaklartyla
iiretilebilir. Birincisi, sitozolde, ikincisi kloroplastlarda gergeklesir. Sentezlendikten
sonra serbest SA seviyeleri, glikosilasyon, metilasyon ve dihidroksibenzoik asitlere
hidroksilasyon dahil olmak tizere aktif olmayan formlar iireten bir dizi kimyasal
modifikasyonla diizenlenir. Glikosile edilmis SA, SA ile tetiklenen tepkileri aktive
etmek i¢in gerekli olana kadar vakuolde depolanir. Biitiin bu bilgiler, SA
seviyelerinin, tastyicilarin hareketi ile koordine edilmesi gereken hiicre i¢i ve dist
hareketini de iceren siki bir kontrol altinda oldugunu gostermektedir. Bununla

birlikte, bu konudaki bilgilerimiz hala ¢ok sinirhdir.

Salisilik asit, genellikle bir hidroksil grubu veya bunun fonksiyonel tiirevini tagiyan
bir aromatik halkaya sahip maddeler olarak tanimlanan, olaganiistii cesitli bitki
fenolikleri grubuna aittir (Sekil 1.9.). Bitki fenolikleri siklikla ikincil metabolitler
olarak adlandirilir. "ikincil" terimi, bu tiir bilesiklerin bitki i¢in sadece kiiciik Sneme
sahip oldugu ve bazen atik iirlinlerle ayni diisiiniilebilecegi anlamina gelir. Bununla
birlikte, bu kavram yavas yavas, birgok fenolik bilesigin bitki biiyiimesinin,
gelismesinin ve diger organizmalarla etkilesimin diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynadig1 goriisii ile yer degistirmistir (Harborne, 1980).

Ornegin, fenolikler, bitki hiicre duvarlarmin énemli bir yapisal bileseni olan ligninin

biyosentezi i¢in gereklidir. Ayrica, fenolikler, en belirgin sekilde fitoaleksinlerle yani
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bitkilerin mikroorganizmalara, boceklere ve herbivorlara karsit  kimyasal
savunmastyla iligkilendirilmistir (Hahlbrock ve Scheel, 1989; Meraux ve Raskin,
1992). Baz1 fenolikler, komsu bitkilerin ¢imlenmesini ve biiylimesini etkileyen
allelopatik bilesikler olarak islev goriir (Einhelling, 1986). Bitki kokleri tarafindan
uiretilen fenolik molekiiller ¢imlenme, haustorium (parazit emme organi) olusumu ve
parazitik Striga tiirlerinde konake1 eklenmesi igin gereklidir (Lynn ve Chang, 1990).
Deneysel kanitlar, fenoliklerin bitki-mikroorganizma etkilesimlerinde sinyaller
olarak islev gordiiglinii giderek daha fazla ortaya koymaktadir. Agrobacterium
tumefaciens viriilans gen ekspresyonunun, bitki tarafindan iiretilen fenolik bilesikler
(asetosiringon ve o-hidroksi asetosiringon) tarafindan aktiflestirildigi gosterilmistir
(Stachel ve ark., 1985). Baklagil koklerinde ve tohumlarinda bulunan tiirlere 6zgi
flavonoidler, Bradyrhizobium ve Rhizobium tiirlerinin nod genlerinin indiiklenmesi

i¢in gereklidir (Long, 1989).

Serbest SA, 157-159 °C’de eriyen kristalimsi bir tozdur. Suda orta derecede ¢oziiniir
ve polar organik coziiclilerde ¢ok ¢oziiniir. Doymus bir sulu SA ¢dzeltisinin pH
degeri 2,4°tlir. SA, 301 nm’de uyarildiginda 412 nm’de floresan verir ve bu 6zellik,
bitki dokularindaki SA miktarin1 tespit etmek icin kullanilabilir (Raskin ve ark.,
1987; Raskin ve ark., 1990). SA uygulanmis bitki dokularindaki SA igeriginin
ekstraksiyonu ve HPLC analizi i¢in prosediirler mevcuttur (Procter, 1843; Yalpani ve
ark., 1991). SA’e kars1 antikorlar hazirlanmistir, ancak bitkilerde test edilmemistir

(Bennett ve ark., 1987).
1.7.2. Bitkilerde salisilik asit diizeyleri

Uzun zamandir 6nerilen bitkilerde SA’in varligir, modern analitik teknikler kullanan
birgok arastirmaci tarafindan dogrulanmistir (Procter, 1843; Griffiths, 1958;
Baardseth ve Russwurm, 1978; Cleland ve Ajami, 1974; Mendez ve Brown, 1971).
Tarimsal agidan 6nemli 34 tiiriin yapraklarinda ve lireme yapilarinda SA’in kapsamli
bir arastirmast, bu bilesigin bitkilerde her yere dagildigini dogrulamistir (Raskin ve
ark., 1990). Piring, yengec otu, yesil tilki kuyrugu, arpa ve soya fasulyesi, 1 pg g'1

taze agirligin iizerinde SA seviyelerine sahiptir. En yiliksek SA seviyeleri, termojenik



76

bitkilerin ¢iceklenmesinde ve nekrotizan patojenlerle enfekte olmus bitkilerde

kaydedilmistir

Salisilik asit (SA), aromatik bir halka ve bir hidroksil grubuna sahip olan, bitkiler
tarafindan sentezlenen fenolik bilesikler olan, toplu olarak salisilat adi1 verilen bir
grup molekiile aittir. Salisilatlar kimyasal olarak tanimlanmadan 6nce bile, binlerce
yildir insanlar onlar1 agr1 kesici olarak kullanmistir (Klessig ve ark., 2018). Bu
kullanimin ilk bilinen kanitt El Sidron magarasindaki Neandertal fosillerinden dis
plagi iizerinde kesfedilmistir (Weyrich ve ark., 2017). Bu fosiller kavak kabugu
kalintilar1 igermekte olup, bireylerin dis abselerinin agrilarini hafifletmek i¢in bitkiyi
cignemelerini Onermektedir. Analjezik olarak salisilat iceren bitkilerin kullanimi,
Avrupa, Asya ve Amerika’ya kadar bir¢ok antik kiiltiirde bulunabilir (Vlot ve ark.,
2009). Bununla birlikte, 1828 yilina kadar Johann A. Buchner tarafindan salisin,
sogiit kabugundan saflagtirilamamistir. Daha sonra 1838 civarinda Raffaele Piria
tarafindan, Latince adi1 olan Salix alba olan beyaz sogiit agacindan salisin; salisilik
asit (2 hidroksibenzoik asit) adli bir aside doniistiiriilebilen bir seker ve aromatik bir

bilesige ayrilmistir (Vlot ve ark., 2009; Kumar, 2014) (Sekil 1.9.).

HO o)

HO

Sekil 1.9. Salisik asidin yapisi

1859°da Hermann Kolbe ve arkadaslari, SA’i sentezleyerek, kolay bulunabilirlik ve
diisiik maliyet nedeniyle tiiketiminde artisa yol agmigtir. Daha sonra, SA tiikketiminin
neden oldugu yan etkileri 6nlemek i¢in (midede tahris ve kanama), Felix Hoffmann,
asetilsalisilik asidin, glinlimiizde diinya ¢apinda kullanilan aspirin isimli iiriinde
sindirim sistemine daha az zarar verdigini bildirmistir. (Vlot ve ark., 2009; Klessig
ve ark., 2018). Aspirinin insanlarda ates, agr1 veya sisligi tedavi etme ve kalp krizi,

fel¢ ve baz1 kanser riskini azaltma tizerindeki etkileri ve yararlari iyi tanimlanmis ve
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incelenmistir (Klessig ve ark., 2018). Ikincil olarak bitki biyolojisindeki metabolit

rolii yalnizca 20. yiizyilin sonlarinda karakterize edilmistir.

Bitki hormonlari, bitki biiylimesini, gelismesini, iiremesini ve sagkaliminm
diizenleyen temel biyolojik roller oynar. Bu mekanizmalarin birgogu, bitki
hormonlarinin merkezi rolleri yerine getirdigi ¢apraz iletisim ve sinyal iletim yollar1

ile diizenlenmektedir (Verhage ve ark., 2010; De Vleesschauwer ve ark., 2013).

Uzun yillar boyunca SA, bitkilerin iirettigi binlerce fenolik bilesikten sadece biri,
goreceli olarak onemsiz bir biyolojik islevi olan ikincil bir metabolit olarak kabul
edilmistir (Raskin, 1992; Métraux ve Raskin, 1993). Bununla birlikte, 1974’te SA,
ilk kez floemde lokalize olan ve Xanthium strumarium ve Lemna gibba’nin
ciceklenmesini tetikleyebilen ve bir bitki hormonu olarak rol oynadigini1 belirten
mobil bir sinyal molekiil olarak tanimlanmistir (Cleland, 1974; Cleland ve Ajami,
1974). Bununla birlikte, SA’nin bir fitohormon oldugu kaniti, Sauromatum guttatum
bitkisinde termojenez sirasindaki roliinlin tanimlanmas ile saglanmistir (Raskin ve
ark., 1989). Yazarlar, bu olay sirasinda ekzojen SA veya tilirevleri tarafindan spesifik
olarak uyarilabilecek, ancak diger yapisal olarak iliskili bilesikler tarafindan
uyarilmayacak olan endojen SA’in 100 kathik bir artisin1 belirlemiglerdir. Bu ilk
karakterizasyondan sonra, ¢ok sayida raporda SA’in, ozon, UV radyasyonu, parakuat
(herbisit), 1s1, soguk, metal ve tuzluluk/ozmotik stresler dahil olmak {izere birgok
abiyotik strese karsi dayanikliligi ve toleransi artirict rolii iizerinde durulmustur.
(Horvath ve ark,, 2007; Yuan ve Lin, 2008; Rivas-San Vicente ve Plasencia, 2011;
Dempsey ve Klessig, 2017). Ek olarak, SA uygulamasinin tohum ¢imlenmesi,
vejetatif bliylime, ciceklenme, meyve verimi, yaslanma, stoma kapanmasi,
termojenez, fotosentez, solunum, alternatif solunum yolundaki degisiklikler, glikoliz
ve Krebs dongiisii de dahil olmak iizere bitki biiylimesinin ve gelisiminin bir¢ok
yoniinii etkiledigine dair kanitlar vardir (Khan ve ark., 2015; Dempsey ve Klessig,

2017; Klessig ve ark., 2018).
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1.7.3.Salisik asit biyosentezi

SA’in (orto-hidrobenzoik asidin) fenolik bilesiklerin sentezi i¢in faal olan sikimik
asit yolunda bir ara iirlin olan sinnamik asidin dogal bir tiirevi olduguna

inanilmaktadir. Bununla birlikte, bu yonde iki olas1 yol 6nerilmistir (Sekil 1.10.).

Birincisi C-2 konumunda hidroksilasyona ugrayan benzoik asit tiretmek igin
sinnamik asit yan zincirinin dekarboksilasyonu: Son zamanlarda, SA’nin sentezi igin
bu sema, tiitiin bitkilerinde ve ayrica piring fidelerinde de bildirilmistir (Yalpani ve
ark., 1993; Silverman ve ark., 1995). Sinnamik asidin benzoik aside -
oksidasyonunu katalize eden enzim Quercus pedunculata’da tanimlanmistir (Alibert
ve Ranjeva, 1971; Alibert ve ark., 1972). Bununla birlikte, benzoik asidin salisilik
aside doniisimiinden sorumlu olan diger enzim, bugiine kadar karakterize

edilememistir.

Ikincisi sinnamik asidin o-kumarik aside hidroksilasyonu ve ardindan salisilik aside
dekarboksilasyonu: Sinnamik asidin o-kumarik aside doniisiimiiniin ilk kez bezelye
fidelerinde tespit edilen trans-sinnamat-4 hidroksilaz tarafindan katalize edildigine
inanilmaktadir (Russel ve Conn, 1967; Alibert ve Ranjeva, 1971; Alibert ve ark.,
1972). Daha sonra Quercus pedunculata’da (Alibert ve Ranjeva, 1971; Alibert ve
ark., 1972), Jeruselem artichoke yumrular1 (Garbiac ve ark., 1991) ve Melilotus
alba’da (Gestetner ve Conn, 1974) tanimlandi. Bununla birlikte, o-kumarik asidin

SA’e doniisiimiinii aktive eden enzim heniiz tanimlanmamustir.
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Sekil 1.10. Bitkilerde salisilik asit biyosentezi

Ayrica, radyoaktif '*C-benzoik asit veya '*C-sinnamik asidin kullanimi, Gaultheria
procumbens’te isaretli SA olusumuna neden olmustur (Ellis ve Amrchein, 1971). Bu
gozlem, SA’in sinnamik asitten sentezlendigi ve SA sentezine bir ara madde olarak
benzoik asidin aracilik ettigi inancin1 kuvvetle desteklemektedir. Fakat El-Basyuni
ve ark. (1964), yukaridaki iki sistemin de, yliksek bitkilerde, SA’in sentezinde

calistigina inanmaktadir.

1.7.4.Salisilik asidin fizyolojik rolii
1.7.4.1. Salisilik asidin bitki biiyiimesi iizerindeki etkisi

Fenolik bilesiklerin, fotosentez, iyon alimi, membran gecirgenligi, enzim aktiviteleri,
ciceklenme, 1s1 lretimi, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi de dahil olmak iizere
fizyolojik ve biyokimyasal siire¢ler iizerinde etki gdsterdigi ¢ok iyi belgelenmistir.

Birincisi, boyle bir dogal bilesik, bitki biiylime diizenleyicisi olarak islev gorebilecek
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SA’tir (Arberg, 1981). SA, asetilsalisilik asit (ASA), gentisik asit (GTA) veya diger
SA analoglarinin misir ve soya fasulyesi yiizeylerine uygulanmasi, yaprak alanlarini
ve kuru Kkiitle tretimini hizlandirmig, ancak bitki boyu ve kok uzunlugunu
etkilememistir (Khan ve ark., 2003). Kullanilan cesitli SA konsantrasyonlarinda,
Fariduddin ve ark. (2003), Brassica juncea’mn yapraklarina uygulanan 10 M’lik
SA’in kuru madde birikiminde azami bir artis gozlemlemislerdir, ancak bunun
iizerindeki konsantrasyonlarm inhibe edici oldugunu kanitlamuslardir. Ayrica, 10° M
SA’e batirilmis tohumlardan yetistirilen bugday fideleri, suya batirilmisa kiyasla
daha fazla yaprak ve daha fazla taze ve kuru kiitleye sahip olmustur. SA ile muamele
edilmis bazi siis bitkilerinin govdeleri hizli bir sekilde kok farklilagmasi gostermistir
(Singh ve ark., 1993). Yukaridakilerin aksine, Pancheva ve ark. (1996), salisilik asit
ile muamele edilmis arpa fidelerinin yapraklarinin ve koklerinin biiylimesinde bir
inhibisyon gozlemlemis ve uygulanan SA konsantrasyonundaki artislar bu
inhibisyonu daha da artirmistir. Benzer sekilde, Funaria hygromatica’da tomurcuk
olusumunda doza bagimli bir inhibisyonu Christianson ve Duffy (2002) de rapor

etmistir.

Bitki tarafindan iiretilen genel bir fenolik bilesik olan SA, hidroksi benzoik asit
(HBA) tiirevidir. Bu gruptaki tiim bilesikler, bliyiime diizenleyicisi olarak fonksiyon
gosterebilmektedir (Aberg, 1981). Ayrica, SA fitohormonlar kategorisi igerisine
dahil edilmistir (Raskin, 1992). Distan uygulanan SA’in gevresel streslere karsi bitki
cevabmin hafifletilmesi i¢in 6nemli bir sinyal molekiilii oldugu bilinmektedir
(Senaratna ve ark., 2000). SA’in tuz stresine maruz birakilmis kabak (She ve ark.,
2002), Brassica juncea (L.) Czern, bugday fideleri (Zhang ve ark., 1999), mung
fasulyesi (Nazar ve ark., 2011) ve Arabidopsis thaliana (L.) Heynh fideleri (Borsani
ve ark., 2001) ile kadmiyum uygulanmis soya fasulyesi fideleri (Drazic ve
Mitailovic, 2005), agir metal stresli ¢eltik (Mishra ve Choudri, 1997), 1s1 ve soguk
stresli geng¢ {iiziim bitkileri (Wang ve Shao-Hua, 2005) ve 1st stresli Agrostis
stolonifera L. (beyaz ayrik ¢imi) (Larkindale ve Huang, 2004) gibi sayisiz bitki
tiirlinde, sayisiz abiyotik stres etkilerini hafifletmede Onemli roller oynadig
kaydedilmistir. Tiim bunlarin yaninda, SA’in bitkilerde tohum ¢imlenmesi (Cutt ve

Klessing, 1992), stoma kapanmasi (Larqué-Saaveda, 1979), iyon alinimi ve taginimi
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(Harper ve Balke, 1981), zar gecirgenligi (Barkosky ve Einhelling, 1993), fotosentez,
bliylime ve gelisme (Khan ve ark., 2003) gibi pek cok fizyolojik olayda da rol
oynadig1 rapor edilmistir. SA, tiim bu fizyolojik siiregleri, jasmonik asit, etilen ve
oksin gibi diger bitki fitohormonlarinin sinyalinin sentezini degistirerek
etkileyebilmektedir. Fakli konsantrasyonlarda SA uygulamasi sonucunda, kuraklik
stresi esnasinda fotosentez ve bitki biiylimesinde olumlu sonuglar (Singh ve Usha,
2003) ve su stresi altinda yetistirilen bugday genotiplerinde iiriin bazinda 6nemli

ekonomik artiglar kaydedilmistir (Gomez ve ark., 1993).

Distan uygulanan SA, bitki patojenik iliski (PR) genlerinin ifade edilmesini
saglamakta ve boylelikle hastaliklara karsi diren¢ kazanilmaktadir (White, 1979;
Ward ve ark., 1991). Saglikli ve direngli tiitiin bitkilerinin tiitiin mozik viriisii ile
enfeksiyonu SA seviyesini tetiklemis ve kiiciik bir alanda smirlanmis olan
enfeksiyon sonucunda yapraklarda asir1 duyarli yanit (hipersensitive response; HR)
olusmustur; bunun sonrasinda da enfekte olmamis yapraklarda sistemik kazanilmis
diren¢ (systemic acquired resistance; SAR) gelistirilmistir (Malamy ve ark., 1990;
Yalpani ve ark., 1993).

1.7.4.2. Salisilik asidin fotosentezle ilgili 6zelliklere etkisi

SA veya tiirevlerinin uygulandigi bitkilerin metabolizmalari, bitki tlirline ve SA’in
uygulama tarzina bagh olarak cesitli derecelerde degismistir. SA’in (20 mg ml™)
Brassica napus bitkilerine uygulanmasi klorofil igerigini iyilestirmistir (Ghai ve ark.,
2002). Benzer sekilde, bugday tohumlarnm 10° M SA ile islatilmasi, SA’in
konsantrasyonu arttik¢a azalan pigment igerikli bitkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur (Hayat ve ark., 2005). Dahasi, 10° M SA piiskiirtiilen 30 giinliik Brassica
juncea bitkileri, yalnizca su ile piskiirtiilenlere gére %20 daha yiiksek klorofile
sahiptir, ancak maksimum konsantrasyonda (107 M), klorofil icerigi dismiistiir
(Fariduddin ve ark., 2003). Bununla birlikte, asetili ASA veya GTA tatbik edilen
misir ve soya yapraklarinin klorofil iceriginde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir
(Khan ve ark., 2003). Bununla birlikte, Vigna mungo tohumlarinin sulu SA
cozeltilerine (10-150 uM) batirilmasi, bitkilerin yapraklarinda klorofil ve karotenoid
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igeriginde bir azalmaya neden olmus, ancak sulama yoluyla bitkilere verilen SA
tohum muamelesi kadar etkili olmamistir (Anandhi ve Ramanujam, 1997). Benzer
sekilde, arpa bitkilerinin yapraklari, kiiltiir ortamina 100 pM ile 1 mM SA ilave
edilirse daha az klorofile sahip olmustur (Pancheva ve ark., 1996). SA
karotenoidlerin, ksantofillerin ve de-epoksidasyon oranlarmmin sentezini harekete
gecirmistir, ancak bugday bitkilerinde klorofil pigmentlerinin seviyesini ve ayrica
bugday fidelerinde klorofil a/b oranimi diislirmiistir (Moharekar ve ark., 2003).
Ayrica, salisilik asitle beslenen Spirodela, daha az antosiyanin ve klorofil pigmentine

sahiptir (Khurana ve Maheshwari, 1980).

Yapraktan uygulanan SA, Phaseolus vulgaris’te (LarquéSaavedra, 1979) stoma
kapanmasini ve Phaseolus vulgaris ve Commelina communis’te (Larqué-Saavedra,
1978, 1979) solunum hizin1 diistirmiistiir. Bununla birlikte, Khan ve ark. (2003) misir
ve soya yapraklar tizerindeki SA, ASA ve GTA spreyine cevaben transpirasyon
hizinda ve stoma iletkenliginde bir artis gdzlemlemislerdir. Ayrica, soyanin
yapraklari, SA ile muamele edildiginde daha fazla su kullanim etkinligi, daha ytiksek
transpirasyon hizi ve daha yiiksek i¢sel CO, konsantrasyonu sergilemistir (Kumar ve
ark., 2000). Benzer sekilde, bir hafta boyunca SA’e maruz birakilan arpa bitkilerinde,
CO, telafisinde ve stoma direncinde bir artis oldugu belirtilmistir (Pancheva ve ark.,

1996).

Hardal yapraklarindaki karbonik anhidrazin aktivitesi, 10° M yaprak SA muamelesi
ile (Fariduddin ve ark., 2003); bugday tanelerine ekim oncesi tohum uygulamasi ile
(Hayat ve ark., 2005) 6nemli 6l¢iide artis gdzlenmistir. Bu ¢alismalarin her ikisinde
de yazarlar, iki yiiksek konsantrasyonda karbonik anhidraz aktivitesinde bir diisiis
gbzlemlemislerdir. Arpa bitkilerinde, bir hafta boyunca SA uygulamasina maruz
kalan diger cok ©onemli enzim olan ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenazin
(Rubisco) aktivitesi, yaklasik %50 oraninda azalmis ve bu kaybin, uygulanan SA
konsantrasyonu ile orantili oldugu belirlenmistir (100 uM ile 1 mM) (Pancheva ve
Popova, 1997). Ayrica, arpadaki fosfoenol piirivat karboksilaz (PEPC) aktivitesinde
bir artis ve fotosentetik aktivitede bir diisise dikkat c¢ekmislerdir. Yukaridaki

gbzlemlerin aksine, stresli misir bitkilerinde Rubisco aktivitesi (Khodary, 2004) ve
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hardal bitkilerinde fotosentetik aktivite (Fariduddin ve ark., 2003) SA’in etkisi
altinda artmistir. Ayrica, Fariduddin ve ark. (2003) hardal bitkilerinde yiiksek
fotosentetik aktivite ile baglantili olarak artan su kullanimi ve karboksilasyon
verimlerinin arttigin1 gozlemlemislerdir, ancak daha yiiksek SA konsantrasyonlari
(10* ve 10 M) zararh olmustur. Benzer sekilde, SA soya fasulyesi, arpa ve/veya
misirda fotosentetik hizi uyarmistir (Khodary, 2004, Pancheva ve ark., 1996, Kumar
ve ark., 2000, Khan ve ark., 2003).

1.7.4.3. Salisilik asidin nitrat metabolizmasi iizerine etkisi

SA ile birlikte 0,01-1 mM Ca(N0s), konsantrasyonunun, azot alimini ve nitrat
rediiktaz (NR) aktivitesini misir bitkilerinin yapraklarinda ve koklerinde artirdigi,
daha yiiksek Ca(NOs), konsantrasyonun (5 mM) inhibe edici oldugu kanitlanmistir
(Jain ve Srivastava, 1981). Benzer sekilde, SA, NOs; mevcudiyetinde NR’in
aktivitesini artirmis ve ayrica enzimin proteaz ve tripsine karst korunmasini
desteklemistir (Rane ve ark., 1995). SA’in sulu ¢bzeltisine (10° M) batirilmis
bugday tohumlarindan elde edilen bitkiler ve ayrica yapraklari SA (10° M) ile
muamele edilen hardal yapraklarinda yiiksek NR aktivitesi belirlenmistir (Fariduddin
ve ark., 2003; Hayat ve ark., 2005). Bugdayda, 10° M SA, enzimlerin aktivitesini
ilgili kontrollere kiyasla %36 ve hardalda ise %13 artirmugtir. Ustelik her iki
durumda da SA’in uygulanan maksimum konsantrasyonunun (10~ M), inhibitor etki
yarattig1 rapor edilmistir. Yiiksek SA konsantrasyonu NR’in bugday fidelerindeki
aktivitesini %14, hardal bitkilerindeki aktivitesini ise %10 azaltmistir. SA uygulanan
Glycine max’da hem NR aktivitesi hem de protein igerigi artmistir (Kumar ve ark.,
1999), ancak SA arpadaki ¢oziiniir protein seviyesini diistirmiistiir (Pancheva ve ark.,
1996). Bununla birlikte, SA (10-50 uM) uygulamasina cevap olarak Vigna mungo
kultir bitkilerinde seker, nisasta ve fenol seviyelerinde bir azalma goriilmiistiir

(Anandhi ve Ranjeva, 1997).
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1.7.4.4. Salisilik asidin etilen iiretimi iizerine etkisi

22 iligkili fenolik bilesik tarafindan olusturulan etki karsilastirilmis ve bunlarin
icinde SA ve ASA’in, etilen iiretimini 6nledigi gosterilmistir. Ayrica, SA’in inhibe
edici etkileri, etilen olusturucu enzimin bilinen bir inhibitorii olan dinitrofenoliin etki
tarzina ¢cok benzemektedir (Leslie ve Romani, 1980). Benzer bir ¢calismada Romani
ve ark. (1989), SA ve ASA’in, elma yaprak disklerinde {i¢ saat i¢inde etilen {iretimini

yaklasik %90 oraninda inhibe ettigini gozlemlemistir.

1.7.4.5. Salisilik asidin mineral besinler iizerindeki etkisi

Bitkiler ayrica SA’in etkisi altinda, besin durumlarinda bir degisim sergiler. Fosfatin
(Glass, 1973) ve Kun (Glass, 1974) arpa kokleri tarafindan alimi SA tarafindan
azaltilmistir. Bununla birlikte, yulaf kokleri tarafindan K™un absorbsiyonunun,
SA’in etkisi altinda inhibe edilmesi, pH’a ve elementin ortamdaki konsantrasyonuna
baglidir. Bu inhibisyon, diisiik pH’da daha belirgindir ve protonlanmig SA formunun
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Harper ve Balke, 1981; Gordon
ve ark., 2002). SA aynmi zamanda mitokondri transmembrani elektrokimyasal
potansiyelinin ve tonoplastta ATP’ye bagli proton gradientinin ¢dkmesine neden

olmustur (Macri ve ark., 1986).

1.7.4.6. Salisilik asidin 1s1 iiretimine etkisi

SA’in bitkilerde 1s1 iiretimine etkisi kanitlanmistir (Raskin, 1992b). Bu Onemli
gozlemin yani sira, modern analitik tekniklerin (Raskin ve ark., 1989) kullanimi,
SA’in bir 1s1 Uireticisi ve bitkilerde 1s1 iiretiminin biitlinlesik bir endojen diizenleyicisi
oldugunu kanitlamistir (Popova ve ark., 1996). Bu nedenle, SA 0,13 mg g'1 taze
kiitlenin Lilium’un yeni gelisen kisimlarina ekzojen olarak uygulanmasi, sicaklikta
12 °C’lik bir artisa neden olmustur (Raskin ve ark., 1989). SA’in termojenik tiirlerde
etki mekanizmasinin, solunum iizerindeki etkisiyle oldugu one siiriiliir (Van-Straten

ve ark., 1995).
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1.7.4.7. Salisilik asidin ciceklenme iizerine etkisi

Bitkilerde SA’e atfedilen ilk fizyolojik cevap, kinetin ve indol asetik asit ile
desteklenmis tiitiin dokusu kiiltiirlinde ¢igeklenmenin uyarilmasina etkisi olmustur
(Lee ve Skoog, 1965; Eberhard ve ark., 1989). SA’in bu etkisi daha sonra farkli
familyalara ait bir dizi bitki tiirlinde gosterilmistir. SA, Lemma’da ¢igeklenmeyi
hizlandirmig, ancak cicek gelisiminin sonraki evreleri lizerindeki etkisi Onemli
bulunmamistir (Cleland ve Ajami, 1974; Cleland ve Tanaka, 1979). Benzer sekilde,
SA, Xanthium strumarium’da ¢igeklenmeyi tegvik etmistir (Cleland ve Ajami, 1974).
Dahasi, SA’in bir analogu olan aspirin, Spirodela polyrrhiza’da (Khurana ve
Maheshwari, 1980), Spirodela punctata’da (Scharfetler ve ark., 1978) ve Wolffia
microscopica’da (Khurana ve Maheshwari, 1987; Tamot ve ark., 1987) ve sukroz ile
kombinasyon halinde Oncidium’da c¢iceklenmeyi hizlandirmistir (Hew, 1987).
Benzer sekilde, Arecaceae familyasinin bir {iyesi olan Pisita stratiotes’te ¢igceklenme,
kiiltiir ortamina SA ilavesi ile hizlandirilmistir (Piterse, 1982). SA’in soya fasulyesi
yapraklarina uygulanmasi ayrica ¢icek tomurcugu ve meyve olusumunu 2-5 giine
kadar hizlandirmistir (Kumar ve ark., 1999). Bu, bilim insanlarmi SA’in bir tiir
endojen c¢iceklenme diizenleyici islevi gordiigii sonucuna varmaya zorlamistir
(Cleland ve Ajami, 1974). GA, B-naftol ve SA’in Impatiens balsamina’da
ciceklenme lizerine etkilerinin karsilastirilmasi, SA’in GA’e gore sinerjistik bir etki
yarattifini ortaya ¢ikarmistir (Nanda ve ark., 1976; Sood ve Nanda, 1979).
Arabidopsis thaliana’da ¢igeklenme lizerindeki benzer sinerji de bildirilmistir (Goto,
1981). Baska bir calismada SA’in ciceklenme {iizerindeki indiikleyici etkisini
giberellik asit (GA), kinetin, naftalen asetik asit (NAA), etral ve kloro kolin kloriir
(CCC) ile karsilagtirmigtir. Sonug olarak SA ve/veya GA’in diger herhangi bir
kombinasyonundan daha etkili oldugu belirlenmistir (Kumar ve ark., 2000). SA’in
cigeklenmeyi indiikleme mekanizmasinin temelleri heniiz tam olarak anlagilmamustir.
Bununla birlikte, Ooto (1975), benzoik asit iizerindeki serbest o-hidroksil grubunun
ciceklenme indiiksiyonunu destekleyen metal selatlama Ozelligi sagladigini ileri
stirmiistiir. Bu goriis, selatlama ajanlarinin Lemnaceae’de c¢iceklenmeye neden
oldugu ve SA ile karsilastirilabilir oldugu gozlemlerinden destek almaktadir (Seth ve
ark., 1970; Ooto, 1972; Piterse, 1977).
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1.7.4.8. Salisilik asidin biyolojik iiretkenlige etkisi

SA, bitki biyolojik {tiretkenligini artiran bir bitki biiylime diizenleyicisidir. Siis
bitkileri veya bahce bitkileriyle sera kosullarinda veya ag¢ik alanda yapilan deneyler,
bitkilerin bu bilesige metabolik olarak cevap verdiklerini agik¢a gostermistir. Ayrica,
bitkilerde olumlu tepkiler olusturmak i¢in daha diisiik miktarlarda SA’e ihtiyag
vardir. Siis bitkileri tizerindeki etki, bitki biiyiikliigiindeki artis, ¢icek sayisi, yaprak
alan1 ve erken cigeklenme olarak ifade edilir. Bahge tiirlerinde, bildirilen etki,
meyvelerin kalitesini etkilemeden verim artisidir. Biyo-iiretkenlikteki artisin, SA’in
kok uzunlugu ve yogunlugu iizerindeki olumlu etkisinden kaynaklandigi ileri

siiriilmektedir (Alfonso ve Rodolfo, 2007).

1.7.4.9. Salisilik asidin membran transportuna etkisi

Membran transportu iizerindeki SA etkisi, en az calisilan fizyolojik 6zelliktir.
Bununla birlikte, hiicre ve c¢evre arasindaki bilesik akislarindaki degisiklikler, SA
uygulamasina verilen ilk tepkilerden biridir. Diisiik SA konsantrasyonlar1 bile K"
akisin geciktirir, Ca™ miktarini artirir ve proton akislarim degistirir. Bu iyon tagima
degisiklikleri, membran se¢iciligi kaybindan ve elektrojenik pompanin aktivitesinden
kaynaklanan plazmalemma depolarizasyonu ile ilgilidir. Bu degisikliklerin bir
nedeni, en kisa plasmodesma noktasi olan kok boyun bolgelerinde hizli ve kisa
Omiirlii kalloz birikiminden kaynaklanan plasmodesma iletkenliginin azalmasi
olabilir. SA uygulamalarinin kalloz sentaz ve B-1,3-glukanaz aktivitelerini etkileme
olasilig: tartisilmaktadir. Plasmodesma iletkenliginin kaybi, habercilerin taginmasini
veya yayilan patojenleri etkileyebilir. Enfekte olmus bir hiicrenin kalloz biriktirmesi
ile meydana gelen izolasyon, en eski bitki savunma reaksiyonlarindan biridir ve bunu

takip eden diger savunma mekanizmalarinin baglangicidir (Krasavina, 2007).

1.7.4.10. Salisilik asidin bitki hormonlarina etkisi

SA, endojen bir bitki biiylime diizenleyicisidir. Ekzojen hormonlarda (0,05 mM)

kullanilana benzer konsantrasyonda bugday bitkilerine uygulandiginda, SA
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bliylimeyi tesvik eder ve abiyotik strese karsi koruyucu etkilere neden olur.
Hormonal sistemde sitokininlerin miktarinda degisiklige sebep olmadan biiylimeye
neden oldugu gosterilmistir. SA kaynaklit ABA birikimi zararli etki yaratmaz. Kok
hiicrelerinin biiylimesinin hem bdliinme hem de genisleme ile net sekilde uyarilmasi,
yas ve kuru fide kiitlesinin artmast ve SA ile muamele edilmis bugdayin verimi ile
kanitlanmistir. Bu, SA’in biliylime uyarici etkisinin ifadesinde indol-3-asetik asit
(IAA) icin 6nemli bir rol oldugunu gostermistir. ABA’in SA’in antistres etkisinin
tezahiiriinde arabulucu olmast muhtemeldir. Bu, SA kaynakli ABA birikiminin takip
ettigini gosteren verilerle kanitlanmaktadir. Bu veriler dehidrin genlerinin gelismis
ifadesi ve prolin yani hiicrelerin ozmoproteksiyonu ile iligkisi olan maddeler
birikmesi olarak gosterilebilir. Ayrica, SA, fide koklerinin hiicre duvarlarinin
hizlandirilmis  lignifikasyonunu destekleyen anyonik peroksidaz, fenilalanin-
amonyak liyaz da dahil olmak {izere, siiperoksit dismutaz ve peroksidaz
aktivasyonuna neden olur. Bu, tuzluluk ve su eksikliginin, SA ile 6n isleme tabi
tutulmus bitkilerde, kontrol bitkilerine kiyasla lipid peroksidasyon seviyesindeki bir
diisiis, elektrolitlerin bitki dokularindan sizmasi ve bunun yani sira daha yogun bir
bliylime ile kanitlanmasiyla ortaya c¢ikan bitkiler {lizerindeki zararh etkilerinin
azalmasina katkida bulunur. SA ile 6n muamelenin stres altinda gézlenen IAA ve
sitokinin igeriginde siddetli bir diisiisii 6nledigini ve yiliksek ABA seviyesini
korudugunu vurgulamak oOnemlidir. Hormonal sistemin durumu iizerindeki SA
etkisinin boyle bir karakteri, bitkilerin koruyucu reaksiyonlarina ve stres sonrasi

donemde onarici islemlerin hizlanmasina katkida bulunabilir (Shakirova, 2007).

1.7.4.11. Salisilik asidin abiyotik strese etkisi

SA, bitki tarafindan iiretilen, fenolik bir bilesik ve bitki biiyliimesinde ve gelisiminde
onemli rol oynayan potansiyel bir endojen bitki hormonudur. SA’in biyotik strese
verilen bitki tepkilerindeki rolii, yogun olarak g¢alisiimaktadir. Son yillarda, SA’in
abiyotik streslere karsi olusturulan cevaplar tizerindeki etkisi de arastirilmaktadir (El
Tayeb 2005; Ahmad ve ark., 2011). Bununla birlikte, SA’in abiyotik streslerdeki asil
roli heniiz ¢Oziimlenmemistir. Birka¢ uygulama yonteminin (ekimden &nce

tohumlart 1slatmak, hidroponik ¢ozeltiye ilave etmek, sulamak veya piliskiirtmek),
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bitki stres tolerans mekanizmalarinda yer alan c¢ok ¢esitli prosesleri indiikleyerek
cesitli bitki tiirlerini abiyotik strese karsi korudugu gosterilmistir (Horvath ve ark.,
2007).

Bazi durumlarda, ekzojen SA uygulamasinin ve endojen SA seviyelerinin etkisine
iliskin arastirmalarda ¢eliskili sonuglar elde edilir. Ekzojen SA’in etkisinin dogrudan
mi oldugu yoksa endojen SA’in etkisi ile baglantili m1 oldugu heniiz belli degildir.
SA, olduk¢a karmagik bir sinyal iletim aginin bir par¢asidir. Bu sorularin agikliga

kavusturulmasi bizi kontrol mekanizmasinin anlagilmasina daha da yakinlastirabilir.

Bitkilerin stres hassasiyetini azaltabilen bilesikler {izerine yapilan arastirmalar hem
teorik hem de pratik agidan biiylik 6neme sahiptir. Stres fizyolojisi agisindan, SA’in
ilk olarak biyotik strese verilen tepkilerde rol oynadigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, kademeli olarak diger stres faktorleri icin 6nemli olabilecek daha fazla
etkiye sahip oldugu bulunmus ve son yillarda SA’in de abiyotik stres etkilerine
yanitlarda rol oynadigimi gdsteren ¢ok sayida kanit toplanmistir (diisiik ve yiiksek
sicaklik, UV-B, ozon, agir metaller, vb.). Bu konuyla ilgili cogu arastirma, ekzojen
SA’in abiyotik strese karsi koruyucu etkisini bildirmistir. Uygun konsantrasyonlarda
tatbik edildiginde, SA, bitkilerde antioksidan kapasiteyi artiran ve poliaminler gibi
koruyucu bilesiklerin sentezini indiiklemeye yardime1 olan, strese karsi kuvvetlenme
islemi gorevi goren bitkilerde gecici olarak diisiik oksidatif stres seviyesine neden
olabilir. SA metabolizmasinin bir sekilde degistirildigi cok sayida mutant veya
transgenik bitki mevcuttur. Bu caligmalar, SA’in endojen etkisinin ve roliiniin daha

iyi bir sekilde anlagilmasini saglamistir.

SA’in ¢oklu stres toleransi saglayabildigi gosterilmistir (Senaratna, 2000). Benzer
sekilde, bugday tohumunun SA ¢ozeltisine batirilmasi, yalnizca kurakliga karst degil
ayn1 zamanda tuzluluk stresine karsi da koruma saglamistir (Hamada ve AlHakimi,
2001). Aksine, SA, tuz stresi ve osmotik stres sirasinda Arabidopsis bitkilerinin
fotosentetik dokularinda AOT olusumunu destekleyebilir. NaCl veya mannitol

muamelesinden sonra SA biriktiremeyen NahG bitkilerinde; yabani tip bitkilerin
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stirglinlerinde gozlemlenen yaygin nekrotik lezyonlara rastlanmamistir (Borsani ve

ark., 2001).

SA 6n uygulamasi ayrica muhtemelen aldoz rediiktaz ve APX enzimlerinin
aktiflestirilmesinden; seker, poliol veya prolin gibi osmolitlerin birikmesinden dolay1
domates bitkilerinde tuzluluga karsi koruma saglamistir (Tari ve ark., 2002, 2004;

Szepesi ve ark., 2005).

Bugday tohumlarmin 0,05 mM SA c¢ozeltisinde bekletilmesi, tuzlulugun fide
bliylimesi tiizerindeki zararli etkilerini azaltmis ve biiyiimeyi hizlandirmistir
(Shakirova ve ark., 2003). Bugday bitkilerine uygulanan SA, koklerin apikal
meristemindeki hiicre boliinmesini hizlandirarak, bitki biiyiimesinde bir artisa ve
bugday verimliliginin artmasina neden olmustur. SA muamelesinin, hem ABA hem
de IAA birikmesine neden oldugu, ancak tuzluluk altinda bugday fidelerinde
fitohormon seviyelerindeki degisiklikleri azaltirken, sitokinin igerigini etkilemedigi
bulunmustur. SA ile islem goérmiis bugday fidelerinde, yiiksek bir ABA seviyesi de
korunmustur. ABA’in SA kaynakli artisi, bitkilerin strese 6n hazirliklarina katkida
bulunabilir. ABA’in, antistres reaksiyonlarinin gelismesini saglayan cesitli stres
proteinlerinin sentezini indiiklemede kilit bir rolii oldugu bilinmektedir. Stres
kaynakli AOT nin birikmesi ve bu nedenle gen¢ bugday fidelerinin kdklerinde SOD
ve peroksidaz aktivitesi diizeyi, SA ile 6n igsleme tabi tutulmus bitkilerde, kontrol
grubunda oldugundan onemli Olgiide daha diisiik c¢ikmistir. Bu sonuglar ilgili
enzimlerin SA’in tuz stresi kosullar1 altindaki bitkiler iizerindeki koruyucu etkisine

katkida bulundugunu belirtmektedir (Sakhabutdinova, 2004).

Tuz, soguk ve kuraklik gibi baz1 abiyotik stresler, monokotiledon halofit Aneurol-
epidium chinense’deki plazma membran proteinini kodlayan AcPMP3-1 ve
AcPMP3-2 genlerinin ekspresyonunu biiylik 6l¢iide uyarmigtir. ABA, H,O, ve SA
ayrica AcPMP3 genlerinin ekspresyonunu da tetiklemistir. Yapilan ¢alismalar
AcPMP3-1’in hiicrelerde hem Na™ hem de K birikiminin diizenleyicisi olarak gorev
yaptigin1  gostermistir (Inada ve ark., 2005). In situ hibridizasyon, AcPMP3-1

transkriptinin, kok ucu ve kok epidermisinin hiicrelerinde lokalize oldugunu
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gostermistir, bu da tuz stresi altinda AcPMP3-1’1in bitki kokleri ve dis ¢evre arasinda

Na'/K" tasinmasini diizenledigini gostermistir.

NaCl seviyesindeki bir artis genellikle ¢cimlenme ylizdesini, bilylime parametrelerini
ve hem siirgiinlerde hem de koklerde K*, Ca™, P ve ¢oziinmeyen sekerlerin icerigini
azaltir. Ayrica fotosentetik pigment icerigini azaltabilir ve hiicrelerden elektrolit
sizintisint artirabilir. SA 6n uygulamasi (ekimden 6nce 1 mM SA c¢dozeltisine
batirma) tuz stresi uygulanan arpa fidelerinde bagil su igerigini, taze ve kuru kiitleyi,
su icerigini, fotosentetik pigmentleri, ¢Ozlinmeyen sakaritler, P ve peroksidaz
aktivitesini artirmistir. Buna karsihk, Na® ve ¢oziiniir protein igerikleri, lipit
peroksidasyon seviyesi ve elektrolit sizintisi, SA ile tuz stresi altinda, SA olmayan
ortama gore belirgin sekilde daha disiiktiir. Stres kosullar1 altinda, SA ile 6n
islemden gegirilmis bitkilerin siirgiinlerinde daha az Ca™, daha fazla K* birikimi ve
koklerde c¢oziinebilir seker birikimi belirlenmistir. Ekzojen SA uygulamasinin,
membran biitiinliginii ve fotosentetik pigmentlerin korunmasini saglayarak tuz
stresine On-adaptif bir tepkiye yol actig1 ve arpa bitkilerinde biiyiimeyi olumlu yonde
etkiledigi gozlenmistir (E1 Tayeb, 2005).

Son zamanlarda, majér ve mindr yaprak damarlarinda iletim demetlerinin ksilem
parankima hiicrelerinde tuzun indiikledigi proteinin (SALT) oldugu gdosterilmistir.
SALT’yi kodlayan genin ekspresyonu, bir mantar dnleyici, JA, ABA veya NaCl ile
muameleden sonra artmistir. Bununla birlikte, tek basina SA veya diger secicilerin
biriyle kombinasyon halinde SA, SALT gen ekspresyonunu kuvvetle inhibe eder
(Kim ve ark., 2004).

Yukaridaki sonuglardan agik¢a anlasilmaktadir ki, SA, bitkilerin abiyotik stres
duyarliliginin azaltilmasinda ¢ok umut verici bir bilesik olabilir. Ciinkii baz1 kosullar
altinda c¢esitli stres faktorlerinin c¢esitli bitki tiirlerinde zarar verici etkilerini

hafiflettigi tespit edilmistir (Sekil 1.11.).
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Sekil 1.11. SA’in abiyotik stres toleransinin uyarilmasi iizerindeki etkisinin sematik modeli

1.7.4.12. Salisilik asidin redoks homeostazina etkisi

SA ve AOT, genetik kontrollii savunma reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan sinyallerdir.
Hem biyotik hem de abiyotik stres tarafindan iiretilen SA ve AOT, programlanmis
hiicre 6limi (PCD) ve savunma yanitt i¢in gereken genlerin ifadesi gibi genetik
kontrollii savunma reaksiyonlarini tetikleyen sinyaller olarak etkilesime girer.
Apoptoz, esas olarak patojenlere ve ajanlara karsi savunma sirasinda iretilen yerel
tepkilerde (asir1 duyarlilik) olusur. Stres savunma genlerinin ekspresyonu sistemik
olarak gerceklesir; antimikrobiyal ve antioksidan tepkilerden sorumludur. Bu tepki,
tiim sistemik dokularda patojenlere direng (SAR) veya abiyotik strese tolerans saglar

(Loreto ve ark., 2007).

Redoks homeostazindaki degisikliklerle baglantili olarak SA biyosentezinin
aktivasyonu, patojen enfeksiyonu, UV radyasyonu veya artan ozon (O3) seviyeleri
gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde meydana gelir. Bu
kosullar altinda, AOT ve SA, genetik olarak kontrol edilen savunma ile ilgili

islemlerin tetiklenmesi i¢in ¢ok Onemli sinyallerdir. Bu sinyaller bitkiyi
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programlanmis hiicre 6liimii (PCD) ve strese kars1 savunmaya neden olan genlerin
ifadesi i¢in harekete gecirir. Gegmis yillardaki kanitlarin artmasi, SA’in genetik
kontrolli savunma reaksiyonlarinda AOT ile etkilesime girdigi fikrini
desteklemektedir. Birlikte ele alindiginda, bu kanitlar SA’nin savunma cevabinin
baslangicindaki  hiicresel redoks dengesinin  kontrolinde rol oynadigim

gostermektedir (Sekil 1.12.).

Bivotik ve E
abiyotik stres| ___ ( )

Apoptoz

Duyarl cevap

<>

Stres ve Savunma
genlert

.
Abtimikrobival cavap
Antioks: -

Sekil 1.12. SA ve redoks homeostazi

SA, asagidaki reaksiyonlarla AOT iiretimine neden olur: ilk once, hiicre disi
salgilanan guaiacol peroksidaz (GPX) H,O,’yi suya; SA ile ara bilesik II’ye
indirgenebilen bir ara bilesik I’i bir SA radikalinin (SA¢) olusumu ile ayristirir. SAe
daha sonra suda ¢oziinmiis O, ile reaksiyona girerek O, “nin olusumuna neden olur.
SA, CAT aktivitesini inhibe ederek, H,O, birikimini indiikler, bu nedenle O," ve
H,0; olusturucusu olarak islev goriir (Mori ve ark., 2001). SA ile O," {iretimi hiicre
dis1 alanlarda ve epidermal koruyucu hiicrelerde (ayrica GPX aktivitesi de gosterir)

gerceklesir (Mori ve ark., 2001). Stoma kapanmasinda yer alan H,O, ayni zamanda
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komsu mezofil ve epidermal hiicrelerin hiicre duvarlarindan diflizyonla da
saglanabilir. Bu nedenle, plazma zarinda Ca’ kanallarnm SA aktivasyonu, Ca™*’un
sitozolik konsantrasyonlarinin artmasima ve stoma kapanmasina yol a¢gmaktadir

(Mori ve ark., 2001).

SA ve diger salisilatlarin rol oynadigi diger fizyolojik olaylar su sekilde siralanabilir
(Ozeker, 2005; Aktas, 2001): Ciceklenmeyi uyarmak, termojeniteye (is1 iiretimi)
neden olmak (Termojenite ilk olarak Lamarck tarafindan 1778 yilinda Arum cinsinde
tanimlanmistir.), koklerdeki absorbsiyon ve membran tasinim mekanizmasini
engellemek, meyve olgunlasmasini inhibe etmek, etilen biyosentezini engellemek,
yapraklarda ve epidermiste transpirasyonu azaltmak, ABA tesvikli stoma
kapanmasini tersine g¢evirmek, misir fidelerinde antosiyanin iiretimini uyarmak,
baklagillerde simbiyotik azot fiksasyonunda etkili olan kdék nodiil olusumunu
artirmak, in vivo ortamda nitrat rediiktazin aktivitesini artirmak, vegetatif gelismeyi

hizlandirmak.

1.8. Misir (Zea mays L.) Bitkisi

Zea mays, Poaceae ailesinin bir iiyesidir. Misirin 55-70 milyon yi1l 6nce Orta veya
Giliney Amerika’da oldugu ve o zamandan beri yaklasik 10 000 ¢esit akrabasi oldugu
diistiniilmektedir. Sekil 1.13. misirla ilgili tiirlerin filogenetik agacin1 gostermektedir.
Misir icin dogrudan bir ata yoktur; ancak, bugiine kadar, misira en yakin akrabalar

Meksika ve Giiney Amerika’ya 6zgii genis cayirlardir (teosinte).
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Sekil 1.13. Misirin filogenetik agact

Zea mays L. bitkisinin sistematigi asagidaki sekildedir (Davis, 1965;
https://bizimbitkiler.org.tr/yeni/demos/technical/09.04.2019):

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta
Smif: Liliopsida
Takim: Cyperales

Aile: Poaceae

Cins: Zea

Tir: Zea mays

Misir tohumlama islemlerinden dolayr insan miidahalesi olmadan hayatta kalma
yetenegi sinirlt bir bitkidir. Misir C4 metabolizmasina sahip tek yillik bir bitkidir ve
karbon fiksasyonunda c¢ok etkilidir. Diinya genelinde, toplam tahil {iretiminin
%32’sini olusturur ve 800 milyon ton civarinda kiiresel iiretime sahiptir. Diinya
genelindeki en biiyiik ii¢ iiretici ABD, Cin ve Brezilya’dir. Misir, Antarktika harig
her kitada yetistirilir. Misir tanesi biyobozunur kopiikler, plastikler ve yapistiricilar
dahil olmak iizere gida, yem ve endiistriyel iirlinler i¢in kullanilir. Ek olarak, hasat
sonras1t misir kalintilar1 (yaprak, sap ve kogan), yem, biyoyakit iiretimi ve kimyasal

tiretim i¢in kullanilir (Scott ve Emery, 2016).
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Misir, tek evcikli bir bitkidir. Cicekler, vejetatif bitki biiyiimesinin 60-70 gliniinden
sonra olgunlasir. Erkek c¢icekler piiskiillere doniisiir ve ana sapin en iist ucunda
bulunur. Disi ¢igekler, sap boyunca nodyumlarda yer alan bir veya daha fazla bagakta
bulunur. Tipik misir ¢esitleri diploittir, 2n=20 kromozom bulundurur. Cok miktarda
polen (bitki basina 1 milyara kadar) anterlerden dokiiliir ve hava akimlar1 tarafindan
dagilir. Polenlerin ¢ogunlugu bitkiye yakin diiserken, polenlerin kiiciik bir kismi
rlizgarla biiylik mesafeler kat edebilir. Dollenme, angiosperm tiirleri icin ortak olan
“cifte dollenme” siirecinde gerceklesir. iki ¢ekirdegi tasiyan bir polen, bir polen tiipii
iiretmek igin ¢imlenir. ilk sperm hiicresi, nihayetinde yeni nesil bitkiye ddniisen
embriyoyu iiretmek icin yumurta hiicresi ile birlesir. Ikinci sperm hiicresi,
endospermin ortaya ¢ikmasina neden olan embriyo kesesi ana hiicresi ile birleserek,
gelismekte olan fideyi bagimsiz bir sekilde yasayana kadar besleyen depo dokusunu

olusturur. Tanenin olgunluga erismesi yaklasik 40 giin siirer (Scott ve Emery, 2016).

Olgun musir tanesi, karyopsis olarak adlandirilir ve gercek bir tohum degil, tek
tohumlu bir meyvedir. Tane perikarp, embriyo, endosperm ve pedisel olmak iizere 4
kistmdan olusur. Sertlik, sekil, ebat, renk ve kompozisyon gibi fiziksel 6zellikler

misir ¢esitlerine gore degisir (Scott ve Emery, 2016).

Bir misir tanesinin kisimlar1 Sekil 1.14.’te gosterilmektedir. Cekirdegin dis kismi
perikarptir ve ¢ekirdegi koruma amaciyla cevreler. Endosperm, tane igeriginin
cogunu olusturur. Endospermin kendisi de alevron (dis) katman, nisastali endosperm,
bazal endosperm transfer katmani ve embriyo ¢evresindeki bolge olarak dort doku
tipinden olusur. Endosperm, biiyliyen embriyoya seker ve amino asit formunda besin
saglar. Embriyo skutellum (¢imlenme sirasinda besinleri emen monokotiledon),
koleoptil (ortaya ¢ikan siirgliniin koruyucu kilift), plumula (gen¢ bitki), radikula
(birincil kok) ve koleorizadan (koruyucu kok kilifi) olusur. Ug kapagi, ¢ekirdegi
kogana tutturmaya ve cekirdegi korumaya yarar. Bir misir tanesi ortalama olarak
%72 nisasta, %9,5 protein, %4,3 yag, %1,4 sodyum karbonat ve %2,6 seker igerir
(Scott ve Emery, 2016).
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MISIR TOHUMUNUN YAPISI
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Sekil 1.14. Misir tohumunun yapist

Mistr, diinyadaki mutfak kiiltiirlerine ortaklik getiren bir gida maddesidir. Kiiltiirel
gelenekler ve misir gesitleri, misirin ¢ok ¢esitli gidalara nasil dahil edildigini belirler.
Misir taneleri misir nisastasi, kizartma ve pisirme i¢in misir yagi gibi Uriinlere
ayrilabilir ve islenebilir. Tam tahilli taneler patlamis misir veya 6giitiilmiis misir unu
olarak kullanilir ve ekmeklerde, biskiivilerde kullanilir. Hemen hemen her Meksika
yemeginde misir kullanir. Diinyada Macaristan’da, Afrika’da, Avrupa’da, Amerika
Birlesik Devletleri’nde ve Gana’da musir lapasi degisik isimlerde bulunmaktadir.
Misir unu topraga fermente edilebilir. Peru’da bira veya viski gibi sert alkollii
icecekler yapmak i¢in kullanilabilir. Misir gergekten kiiltiirleraras: bir besindir (Scott

ve Emery, 2016).

Misir genetik arastirmalarda 6nemli bir model organizmadir. Bu amag i¢in onu ¢ekici
kilan ¢esitli ozelliklere sahiptir. Biiyiik bir bitkidir ve fenotipik analizler kolayca
yapilir. Her bitki tipik olarak 100 ila 400 tane igeren bir kogan iiretir. Genis alanlara
adapte olabilen ve muazzam genetik cesitlilige sahip bir tiirdiir. Orta biiytikliikte bir
misir, 2,5 milyon baz ciftine sahiptir. Aragtirmaya yardimci olan mutant stoklarin
genis bir koleksiyonu da gelistirilmistir; bu, bir¢ok genin ilk dnce misirda molekiiler
olarak tanimlanmasina izin vermistir. Diploid bir tiir olarak, genetik manipiilasyon ve

analiz, yiiksek ploidi seviyesine sahip tiirlerden daha az karmasiktir. Ek olarak, misir
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kromozomlarinin fiziksel biiylikliigli sitogenetik arastirmacilar i¢in biiyiik bir

avantajdir (Scott ve Emery, 2016).

Misir arastirmasi, bazi onemli kesiflere yol agmistir. Belki de en onemlisi, 1983
yilinda Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii’nii alan Barbara McClintock tarafindan
yapilan kesiftir. Misirdaki sitogenetik calismalar, genetik rekombinasyon ve etkin
genetik haritalamanin anlagilmasiyla sonuglanmistir. Misirda telomerlerin rolii
belirlenmistir. Genomu tamamen dizilen ilk tahil dirtinlerinden biridir (Scott ve

Emery, 2016).

Biyoteknoloji, misir liretiminde diisiik girdiler ve daha yiiksek ¢iktilar saglamistir.
Bununla birlikte, bazi toplumlarin genetigi degistirilmis musir kullanimi ile ilgili

endiseleri vardir (Scott ve Emery, 2016).

Yiiksek besin degerlerine ek olarak, misir taneleri, karotenoidler, fenolikler,
fitosteroller ve potansiyel anti-HIV aktivitesinin benzersiz bir bileseni olarak iyi bir

biyoaktif fitokimyasal kaynagidir (GNA-misir) (Rouf Shah ve ark., 2016).

1.9. Kaynak Arastirmasi

Toprak tuzlulugu, tarimsal topraklari etkileyen ve bu topraklarin verimini diisiiren
normal mahsul gelisimini engelleyen bir tehdittir. Salisilik asidin tuz stresi altinda
bitkinin biiyliimesini ve gelismesini desteklemede yararli bir rol oynadigi
goriilmiistiir. Bu faktorler géz ontlinde tutularak, salisilik asidin zararl etkilerle basa

cikmada yararli olup olmadigin1 degerlendirmek icin bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

Suhaib ve ark., (2018) iki tuz konsantrasyonu altinda (75 mM ve 150 mM) iki
konsantrasyon salisilik asit (0,25 mM ve 0,50 mM) iceren bugday iizerinde
hidroponik ortamda bir deney diizenlemistir. Salisilik asit gévde uzunlugunda 6nemli
bir gelisme gostermistir. Kok uzunlugu i¢in de ayni egilim bulunmustur. Tuz stresi
klorofil igerigini, kok sayisim ve K'/Na' oranmi diisiirmiis, ancak salisilik asit

uygulamasi belirtilen tiim parametreleri 6nemli Ol¢lide gelistirmistir. 0,25 mM
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salisilik asidin etkisi, her iki tuz stresi altinda, 50 mM salisilik asit muamelesine

kiyasla daha etkili olmustur.

Turkyilmaz (2012), salisilik asit uygulanan bugday bitkilerinde siirglin uzunlugunda
bir artis kaydetmistir. Cornelia ve ark. (2011), tuzlulugun siirglin biiyiimesini
azalttigini, ancak salisilik asidin, bugday bitkilerinde tuzlulugun etkisini hafiflettigini
bildirmistir. Sadeghipour ve Aghaei (2012), 0,50 mM salisilik asit uygulandiginda
fasiilyede daha fazla siirgiin uzunlugu kaydetmistir. Salisilik asit uygulamasi hem
tuzlu hem de tuzlu olmayan kosullar altinda kék uzunlugunu artirmistir (Suhaib ve
ark., 2018). Waseem ve ark. (2006), salisilik asidin kok yoluyla uygulandiginda, kok
uzunlugunu ve diger fizyolojik parametreleri artirdigini bildirmistir. Ghafiyehsanj ve
ark. (2013), salisilik asidin, tuzlu kosullar altinda bugdayin bazi biyokimyasal
Ozellikleri {izerindeki etkisini 6lgmiis ve tuzlulugun bitki biiylimesini 6nemli 6l¢iide
azalttigini, ancak salisilik asit uygulamasmin kék uzunlugunu artirarak biiyiimeyi

artirdigini tespit etmistir.

El Tayeb (2005), arpaya SA uygulamasinin, tuz stresine onceden adaptif bir yanit
olusturdugunu; klorofil a, b ve karotenoid sentezini artirdigimi ve membran
biitlinliigiinli korudugunu bulmustur. SA ile 6n islemden gecirilmis bitkilerde, daha
az Ca', daha fazla K birikimi ve tuzlu kosullar altinda koklerde ¢oziinen sekerler

tespit edilmistir (El Tayeb, 2005).

Giines ve ark. (2007) SA uygulanan Zea mays bitkisinde, biiylime hizinda artis, lipid
peroksidasyonunda azalma ve membran gecirgenliginde artis gozlendigini
kaydetmislerdir. Topraga ilave edilen SA, tuz stresi sirasinda misir bitkilerinin
canlilig1 iizerinde iyilestirici etkiye sahiptir ve Na" ve CI” birikimini azaltmistir

(Giines ve ark., 2007).

Fasiilye bitkilerinde SA muamelesi, tuz stresine bagli olarak fotosentez hizindaki
azalmay! ortadan kaldirdigi gibi yapraklarin Na“, CI" ve H,O, igerigini en aza
indirmistir (Nazar ve ark., 2011). Ayrica NR ve ATPS (ATP-siilfiirilaz) aktivitesini

indiikleyerek artan N ve S asimilasyonu saglamistir. Vigna radiata bitkisinin tuza
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toleransli (Pusa Vishal) ve hassas (T44) cesitlerinde 0,5 mM SA uygulamasi, azot ve
kiikiirt asimilasyonunu, GSH icerigini ve APX ve GR’1n aktivitesini artirmistir. Bu,
tuzlu olmayan kosullarda fotosentezde artisa neden olmus ve tuz stresi altinda
fotosentezdeki azalmay: hafifletmistir. Ayrica yapraktaki Na® ve Cl iceriginin
kisitlanmasinda ve fotosistem II’nin (FSII) daha yiiksek verimliligini, fotosentetik N
kullanim verimliligini ve su iliskilerini siirdiirmeye yardimci olmustur. Bununla
birlikte, 1 mM SA’in uygulanmasi inhibe edici etkilere neden olmustur (Nazar ve

ark., 2011).

Yildirim ve ark. (2008), tuz stresi altinda yetistirilen salatalikta yaprak salisilik asit
(SA) uygulamalarinin biiyiime, klorofil ve mineral igerigi lizerindeki etkisini
aragtirmiglardir. Salatalik fideleri farkli konsantrasyonlarda (0,25, 0,50 ve 1 mM)
yaprak SA uygulamalar1 ile muamele edilmistir. Besin ¢dzeltisine 0,60 ve 120 mM
sodyum kloriir (NaCl) eklenerek tuz stresi uygulanmistir. Tuz stresi salatalik
bitkilerinin biiylimesini, klorofil igerigini ve mineral alimini olumsuz ydnde
etkilemis; bununla birlikte, SA’in yaprak uygulamalari daha yiiksek govde taze
agirhigl, govde kuru agirligi, kok taze agirligt ve ayrica kok kuru agirhigr ile
sonuglanmistir. Tuz stresi altindaki bitkilere yapilan SA uygulamalar ile bitki basina
yaprak sayis1 ve govde cap1 artmistir. En yiiksek klorofil icerigi, hem tuzlu hem de
tuzlu olmayan kosullarda 1 mM SA uygulamasi ile elde edilmistir. Yapraklardaki
oransal su miktart (LWRC), tuz stresi uygulamasi ile azalirken, SA, tuz stresi
altindaki salatalik bitkilerinin oransal su miktarin1 artirmistir. Tuz uygulamalar
salatalik bitkilerinde elektrolit sizintisinda 6nemli artislara neden olurken, SA ile
muamele edilmis bitkiler, muamele edilmemis olanlardan daha diisiik elektrolit
sizintist  degerlerine sahip olmustur. Genellikle en ideal degerler 1 mM SA
uygulamasindan elde edilmistir. Daha 6nceki c¢aligmalar, 25, 50, 100 ve 190 mM
NaCl uygulamalarinin, siirglinlerde taze ve kuru agirlik, salatalik bitkilerinin kok
biliylimesi gibi bazi biiylime parametrelerini azalttigini gostermistir (Chartzoulakis,

1994; Zhu ve ark., 2004).

Elhindi ve ark. (2017) tuzlu ortamda biiylitiilen feslegen bitkisinde yapraktan

uygulanan SA’in tuz toleransi iizerindeki etkilerini bliylime hizi, fotosentetik aktivite,
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toplam osmoregiilatér ve mineral madde icerigini inceleyerek aragtirmistir. Tuzluluk,
besin ¢ozeltisine 0, 60 ve 120 mM sodyum kloriir (NaCl) ilave edilerek saglanmis;
60 ve 120 mM NaCl ilavesi, feslegen fidelerinin biiyiimesini, fotosentetik aktivitesini
ve besin alimii inhibe etmis; elektrolit sizintisini, prolin ve Na ' igerigini artirmistir.
Feslegen bitkilerine yapraktan farkli konsantrasyonlarda (0,50 ve 1 mM) SA
uygulanmistir. Bu uygulamalar biiyiimede, klorofil igeriginde, mineral madde
iceriginde artis saglamistir. Bu ¢alismada genellikle en ideal degerlere 1 mM’lik SA
uygulamas1 sonucunda ulasilmistir. Ayrica, SA wuygulamasinin neden oldugu
antioksidan aktivitenin artmasi membranlarin korunmasini saglayarak bitkinin tuza
toleransini artirmistir (Turan ve Aydin, 2005). Benzer sonuglar, Bayat ve ark. (2012),
Mohammadzadeh ve ark. (2013) ve Sumaira ve ark. (2014) tarafindan yapilan
caligmalarda farkli bitki tiirleri i¢in de kaydedilmistir.

Khodary (2004); 102 M SA ve NaCl (50, 100 ve 150 mM) uygulanan musir
cesitlerinde tuzun zararh etkilerine karst SA’in etkilerini incelemistir. SA’in misirin
tuz toleransi iizerindeki etkileri, siirgiin ve kdk uzunluklari, slirgiin ve kok taze, kuru
agirhiklart ve yaprak alanmi gibi bazi biiylime parametrelerinin Olgiilmesiyle
belirlenmistir. SA ve NaCl uygulamalar1 sonucunda Rubisco aktivitesi, fotosentetik
pigmentlerin icerigi, '‘CO,-fiksasyon hizi ve seker miktarlarindaki degisimler
incelenmistir. NaCl olgiilen tiim parametreleri énemli 6l¢iide azaltmistir. SA’in
ekzojen uygulamasi (yaprak spreyi) misir ¢esidinde NaCliin zararh etkilerini

azaltmistir ve tuz toleransini artirmistir.

SA uygulamast 7. aestivum fidelerinde ABA ve IAA birikmesine neden olurken
sitokinin igerigini etkilemedigi goriilmiistiir (Sakhabutdinova ve ark., 2003). SA T.

aestivum’da tuz stresi altindaki tahil verimini artirmistir (Arfan ve ark., 2007).

Gunes ve ark., (2011), SA ve yiiksek tuzluluk tarafindan olusturulan sinyal yollarinin
AOT ve nitrik oksit (NO) iiretimini etkileyebilegini iddia etmislerdir. SA kaynakli
H,0, ve NO firetiminin, ¢esitli stresorlere ¢apraz toleransin fonksiyonel baglantilari
olarak kabul edildigini bildirmislerdir. SA uyarimli 6n adaptasyon durumu, Solanum

lycopersicum’daki miiteakip tuz stresine uyum saglamada faydali olmustur (Gunes
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ve ark., 2011). Tiim bitki seviyesinde SA, daha sonra bitkinin 6liimiine yol acan

yiiksek konsantrasyonlarda (1-10 mM) H,O, birikimini baslatmstir.

Torabian (2010), SA ile yapilan 6n muamelenin, Medicago sativa bitkisinde tuzluluk
stresi altinda adaptif tepkiler yarattigin1 ve bunun sonucu olarak, bitki biiylimesini
artiran biyotik zarlarda koruyucu reaksiyonlar1 tesvik ettigini bildirmistir. SA 6n
uygulamasi biliylimeyi artirmis ve bitkilerin tuzluluk oranlarina karsi daha yiiksek
direng gostermesine neden olmustur, bdylece ¢cimlenme yiizdesini, tohum canlilig
endeksini ve fidelerin biiylime parametrelerini artirmistir. Ayrica, tuzluluk elektrolit
kacagini yogunlastirirken, SA azaltmistir. Bu azalma SA konsantrasyonu arttikca

daha giiclii bulunmustur (Torabian, 2010).

Brassica juncea’da Yusuf ve ark. (2012) SA’in hem stres hem de stressiz kosullar
altinda baz1 antioksidan enzimlerin aktivitelerini (SOD, CAT ve POX) artirdiginm
bildirmistir. Bununla birlikte, SA’in antioksidan sisteme etkisi, stresli kosullar
altinda daha belirgindir, bu nedenle, yliksek antioksidan aktivitenin, B. juncea
bitkilerinin NaCl stresine karsi artan toleransindan sorumlu olabilecegini ileri

surmustir.

Bununla birlikte, bazi ¢alismalar SA’in (0,5 mM) uygulanmasimin, fotosentetik
dokularda AOT olusumunu tesvik edebilecegini ve tuz ve osmotik stresler sirasinda
oksidatif hasar1 artirabilecegini gdstermektedir. Ornegin, Barba-Espin ve ark. (2011),
SA uygulamasinin, P. sativum bitkilerinin tuzluluga tepkisi iizerindeki etkisini
aragtirmigtir. NaCl kaynakli yapraklarda olusan hasar, bitki bliylimesinde bir azalma
ile iligkili olan SA ile artmigtir. Dehidroaskorbik asit (DHA) ve glutatyon (GSSG)
birikimi meydana gelmesine ragmen, tuz stresi uygulanmais bitkilerin yapraklarindaki
AsA ve GSH igerigi, SA’e yanit olarak artmistir. SA ile muamele edilen ve tuza
maruz kalan bitkilerin yapraklarinda da H,O, miktarinda bir artis meydana gelmistir.
SA’in NaCl’e maruz kalan P. sativum bitkilerinde negatif etkisi ayrica antioksidan
metabolizmasindaki bir dengesizlik ile de iliskilendirilmistir. Genel olarak, SA

eksikligi veya c¢ok yiiksek bir SA seviyesi, bitkilerin abiyotik streslere karsi
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duyarliligini artitmaktadir. Optimum SA konsantrasyonu (¢ogu bitki i¢in 0,1-0,5

mM) ise abiyotik stres toleransini artirir.

Hussain ve ark. (2011); Viola odorata bitkisinde yaptiklar1 calismada 50 mM tuz
konsantrasyonuna kars1 30 mg/L SA uygulamislardir. Calisma sonusunda bitki boyu,

kok uzunlugu ve biyokiitle artmis, Na" ve CI igerigi azalmustir.

Erdal ve ark. (2011) SA’in yaprak uygulamasimin 7. aestivum’un tuz duyarlilifina
etkilerini arastirmistir. Bugday bitkisinde tuza bagli zararl etkinin SA uygulamasi ile
belirgin sekilde azaldigini gozlemlemislerdir. Ekzojen SA uygulamasi, tuz stresi
altindaki bugday bitkilerinin hem kok hem de siirgiinlerindeki taze ve kuru
agirliklarini 6nemli dlglide artirmistir. Artan antioksidan aktiviteye paralel olarak SA
uygulamasi, SA olmadan tuz stresi altinda biiyiiyen bitkilere kiyasla H,O, igerigini

azaltmustir.

SA, patojen saldirilarinda sistemik kazanilmis direncin (SAR) indiiklenmesine
aracilik eden onemli bir hormondur. Stoma kapanmasi da apertiir yoluyla patojen
istilasinin  Odnlenmesinde O6nemli gibi goriinmektedir ve SA bu siirecte bir rol
oynamaktadir (Mori ve ark., 2001). SA’in, O, tarafindan tetiklenen sitozolik serbest
Ca" konsantrasyonlarindaki artiglarin ardindan hiicre dis1 peroksidazlar tarafindan
katalize edilen siliperoksit anyonlarinin iiretimini indiikledigi One stirtilmiistiir

(Kawano ve Muto, 2000).

Kok yoluyla SA'in uygulanmasi Lens esculentum’u NaCl stresine karsit korumus ve
tuz stresi altinda fotosentez hizini artirmistir (Stevens ve ark., 2006; Poér ve ark.,

2011).

Miura ve ark., (2012) stoma kapanmasindaki etkilerinden dolayi, ABA ve SA’i,
kurakliga tolerans igin dnermislerdir. Indiiklenmis AOT birikiminin, SA ile ABA
arasinda stoma kapanmasinin diizenlenmesinde sinyal iletici bir rol oynadig: ileri
stiriilmiistiir (Miura ve ark., 2012). SA veya ABA stoma kapanmasini indiikleyerek

transpirasyonun azalmasina neden olur, boylece suyun kuraklik kosullari altinda
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hayatta kalmak icin depolanmasina izin verir. Ayrica SA, ABA birikimini uyarabilir
ve bu nedenle her iki hormonun stoma kapanmast ve kuraklik toleransi kazanimi

izerinde sinerjistik etkileri olabilir (Miura ve ark., 2012).

SA, strese yanit olarak bitki savunma mekanizmalarinda yer alan sinyal iletim
basamaklarinda gerekli olan bir fenolik bilesiktir (Bartoli ve ark., 2013). SA ve
bunun tiirevi olan metil salisilat (MeSA), patojen saldirilarina yanit olarak sistemik
kazanilmis diren¢ (SAR) ve asir1 duyarli yanit olan hiicre dliimiinii indiikler (Loake
ve Grant, 2007). SA plazma membranina bagli NADPH-oksidazlarla ilgili gen
ekspresyonunu diizenleyerek hiicresel yasam dongiisiinde etkilidir. Stres kosullar
altinda, NADPH oksidazlar ve hiicre duvari peroksidazlari, hiicre dis1 alanlarda ve
sitozolik Ca™* salimindan ve AOT birikimlerinden (oksidatif patlamalar) sorumludur

(Kawano ve Muto, 2000).

Tiitlin bitkilerinin SA baglayict proteini (SABP) SABP2, SA icin yliksek afinite
gosterir (Du ve Klessig, 1997). SA, SABP2’ye baglandiginda, SABP2’nin MeSA
esterazi engellenir, boylece enfekte olmus dokularda enfekte olmamis bolgelere daha
sonra taginmasi i¢cin MeSA birikimini kolaylastirir (Forouhar ve ark., 2005; Park ve
ark., 2007). Katalaz (CAT) ayrica SA baglayici bir protein olarak goriilmektedir
(Dempsey ve ark., 1999) ve bu yazarlara gore, CAT aktivitesi SA veya biyolojik
olarak aktif SA analoglar1 tarafindan spesifik olarak inhibe edilir. SA ayrica sitozolik
askorbat peroksidaz (APX) aktivitesini de inhibe etmistir ve SA ile muamele edilmis
tiitlin yapraklarinda artan H,O, seviyelerine yol agmistir. Bu AOT, patojenleri
oldirmek ve/veya bulmakta yardimci olan hiicre duvart ¢apraz bagini ve
lignifikasyonunu etkinlestirmek i¢in dogrudan iglev goriir (Dempsey ve ark., 1999).
H,0O,'in ayrica patogenez ile iliskili (PR) proteinlerin ekspresyonunu uyardigi
gosterilmistir (Chen ve ark., 1993). Bununla birlikte, SAR sirasinda tiitiinde H,O,
birikimi bulunmamasima ragmen (Neuencchwander ve ark., 1995) SA’in, patojen
enfeksiyonlarinin  neden oldugu oksidatif patlamalarda H,O, birikimini
kolaylastirdig1 diistiniilmektedir ve H,O, ile indiiklenen PR proteinlerinin SA’e
bagimli oldugu gosterilmistir (Neuencchwander ve ark., 1995). SA ve AOT

arasindaki iligki karmasiktir, bazen goriiniiste ¢celiskili gozlemlere yol agar. Aslinda,
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bazi arastirmacilar SA ve H,O;’in birbirlerini etkileyen bir geri besleme dongiisii
olusturdugunu o6ne siirmiislerdir. Burada ilk olarak patojen enfeksiyonu sonucunda
H,O, miktar1 artar ve SA sentezi aktive edilir. Sonra SA ve AOT, hiicre 6limini ve
savunma gen ekspresyonunu giiclendirmek i¢in birlikte calisir. SA ayrica H,O,
iretimini giliclendirir. Bu da kendi kendini c¢ogaltan bir dongiide daha fazla SA
sentezini ve hiicre olimiinii etkinlestirir (Vlot ve ark., 2009; Overmyer ve ark.,

2003).

Osmotik diizenleme, bitkilerin tuz stresine verdigi fizyolojik tepkilerin temelidir.
Sitozol ve diger organellerde organik ¢oziiciilerin (6rnegin prolin) birikimi bitki
hiicrelerindeki osmotik diizenlemeye yardimci olur. Tuz stresine cevap olarak, bircok
bitki tiiriiniin dokularinda yiiksek miktarda organik c¢oziinen madde birikimi
gerceklesmistir (Wu ve ark., 2011). Genel olarak, prolin igerigi, NaCl uygulanan
bitkilerde daha fazla bulunmustur. Aslinda, prolin, osmotik potansiyel diizenlemesi,
membran biitiinliigiiniin korunmasi, enzimlerin/proteinlerin stabilizasyonu ve serbest
radikallerin temizleyicisi gibi stresli kosullar altinda bir¢ok fonksiyona sahiptir
(Idrees ve ark., 2011). Baska bir calismada, Molinari ve ark. (2007), stres altindaki
transgenik seker kamisi bitkilerinde stresin indiikleyebildigi prolin birikiminin,
osmotik bir ayarlama aracisi yerine, antioksidatif savunma sisteminin bir bileseni
olarak davrandigi ileri silirmiistiir. Bu nedenle, prolin stres sonrasi metabolik
reaksiyonlarda ana enerji kaynagi olabilir ve biriken prolin, goriiniiste biiylime ve

hayatta kalma i¢in enerji saglar, boylece tuzluluk toleransi saglayabilir.

Tuzlulugun bitkideki pigment igerigini degistirdigi bilinmektedir. Tuza duyarli bazi
bitkilerde tuz stresinin klorofil icerigini azalttig1 bildirilmistir (Lee ve ark., 2004;
Yildirnm ve ark., 2008; Bayat ve ark., 2012). Bununla birlikte, SA uygulanmis

bitkiler, uygulanmamis bitkilerden daha fazla klorofil miktarina sahip olmustur.

Kok bolgesindeki tuzlulugun; fotosentetik pigmentler, stoma islevi, gaz alis veris
Ozellikleri, tiolakoid zarin yapisi ve fonksiyonu, elektron tasinmasi ve enzim
aktivitelerini de igeren fotosentez olayinda engel olusturdugu, bitkilerin oksidatif

stres azaltma mekanizmalarim1 ve hiicresel metabolizmasini  engelledigi
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belgelenmistir (Murthy, 2004). Ekzojen olarak uygulanan SA, net fotosentetik
aktiviteyi onemli 6lclide artirmistir. Bu olay bitkilerde fotosentetik yapilarin islevsel
durumundaki iyilesmeden dolayr olabilir. Bu iyilesme ise dokulardaki nitratin
mobilizasyonu veya klorofil biyosentezinin hizlanmasiyla miimkiindiir (Shi ve ark.,
2006). Yapraktan uygulanan SA’in ¢esitli bitki tiirlerinde net CO, asimilasyon hizini
artirarak fotosentetik kapasiteyi olumlu yonde etkiledigi bulunmustur. Ornegin, soya
fasulyesi (Khan ve ark., 2003), bugday (Arfan ve ark., 2007) ve aycigegi bitkilerinde
(Noreen ve Ashraf, 2008). SA’in yapraktan uygulanmasi ile, gaz alisveris
Ozelliklerinde tuzun indiikledigi azalmanin engellendigi daha onceki arastirmalarda

bulunmustur (Hayat ve ark., 2005; Noreen ve Ashraf 2008; Sumaira ve ark., 2014).

Tuz stresi, stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi AOT nin olugumuna yol agar.
Reaktif oksijen tilirleri oksidatif hasara yol acarak lipidlerde, protein ve niikleik
asitlerde yapisal hasara neden olabilir. Potansiyel olarak sitotoksik AOT’ne karsi
koruma sagladigi bilinen bircok antioksidan oldugu bilinmektedir (Parida ve Das,
2005). Stres sirasinda hiicrelerde oksidatif hasarin 6nlenmesi, stres tolerans
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir. Stres toleransinin artmasi,
genellikle bitkilerde antioksidan sistemin aktivitesinin artirilmasi ile ilgilidir (Wang
ve Li, 2006). SA’in bir antioksidan olarak gbrev yaptig1 yoniinde goriisler mevcuttur
(Senaratna ve ark., 2000; Shim ve ark., 2003; Agarwal ve ark., 2005). Bazi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde, tuzluluk dahil olmak iizere bir¢ok stres
kosulunda SA uygulamalarinda artiglar gozlenmistir (Raskin, 1992; Borsani ve ark.,
2001; He ve ark., 2002; Popova ve ark., 2003; Szalai ve ark., 2005; Shi ve ark., 2006;
Gunes ve ark., 2006; Stevens ve ark., 2006).

Torun ve Ayaz (2019) SA’in tuz stresi Oncesinde ve stres siiresince uygulanmasinin,
arpa (Hordeum vulgare L. cv. Kalayci, Erginel ve Akhisar) ¢esitlerinin koklerinde
bliylime parametreleri, prolin miktar1 ve antioksidan enzimlerinin (SOD, POX, CAT,
APX ve GR) aktivitelerindeki degisimleri incelemislerdir. Tuz stresi, arpanin her ii¢
cesidinde de biiylime parametrelerinde azalmaya neden olmustur. Ayrica, SA’in
uygulama siiresinin antioksidan savunma sistemi iizerindeki etkisi ortaya

konulmustur. Sonug olarak, SA antioksidan savunma sistemini uyararak tuz stresinin
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sebep oldugu oksidatif hasar1 azaltmistir. Bu etki, SA’in uygulama zamanina ve
tiiriin cesitlerine gore farklilik gdstermistir. Ozellikle stres dncesi uygulanan SA, tuz
stresine karsi daha yiiksek tolerans saglamis ve cesitler arasinda bu etki daha ¢ok

Kalayci ¢esidinde gozlenmistir.

Misir bitkisine yapilan SA uygulamasi kuraklik toleransini baskilamistir (Németh ve
ark., 2002). Arabidopsis’te yabani tip bitkiye yapilan SA uygulamasi ile 5°C’nin
altinda bitki yasayamazken, SA birikimi yapamayan NahG bitkilerinin bu kosullarda
yasayabildikleri (Scott ve ark., 2004), yliksek konsantrasyondaki SA uygulamasinin
Arabidopsis bitkisinde tuzun neden oldugu oksidatif hasar1 artirdigt ve NahG
bitkilerinin tuz uygulamasma ¢ok dayanikli oldugu (Borsani ve ark., 2001)
bilinmektedir. Bu sonu¢ Shakirova ve ark. (2003)’nin yaptigir ¢alisma sonuglarini
destekleyici niteliktedir. SA’nin kok kuru agirlign iizerine etkisini arastiran bir
caligmada, tuz stresi olmayan bir ortamda 0,5 mM SA uygulamasi kok kuru

agirliginda degisime neden olmamistir (Palma ve ark., 2009).

Bitki hiicrelerinde ozmotik diizenleme organik ¢6ziinen maddeler olarak bilinen
ozmolitlerin birikimi ile gergeklestirilmektedir. Bu ozmolitler arasinda 6énemli yeri
olan prolin, ozmotik potansiyeli ayarlama, zar biitiinliigiinii koruma, enzim/protein
dengesini saglama, NADP'/NADPH oranini koruma ve serbest radikalleri temizleme
gibi coklu islevlere katilmaktadir (Misra ve Saxena, 2009). Giinlimiizde yapilan
arastirmalarla, bircok bitkinin strese cevap olarak prolin biriktirdigi ve biriken
prolinin bitkinin stresten kaynaklanan olumsuz etkilerden korunmasi i¢in gerekli
oldugu c¢ok iyi bilinmektedir (Szabados ve Savouré, 2010). Bitkilerde yiiksek
miktarlarda biriken prolin g¢evresel streslere karsi bir adaptasyon cevabidir (Rai,
2002). Tuz stresi kosullarinda prolin seviyelerindeki yliksek artiglar pancar (Gzik,
1996), yonca (Petrusa ve Vinicov, 1997) ve susam (Koca ve ark., 2007) gibi tuza
toleranst yiiksek bitki tiirlerinde rapor edilmistir. Shakirova ve ark.nin (2003) tuz
stresi altindaki bugday fideleri ile yaptig1 ¢alismada, tuz stresi kosullarinda yiiksek
diizeylerde biriken prolinin ekzojen olarak uygulanan SA ile daha da arttig1 ve

dolayisiyla tuzlulugun olusturdugu zararh etkilerin hafifletildigi tespit edilmistir. El-



107

Tayeb (2005)’in yine arpa bitkisi ile yaptig1 tuz stresi calismasinda da benzer

sonuglar elde edilmistir.

Asirt tuzluluk, bitkide su eksikligini tesvik ederek, iyonik ve ozmotik stres etkilerini
artirarak AOT olusumuna neden olup, lipid zarlarda, proteinlerde ve niikleik asitlerde
oksidatif hasarlara yol acar (Parida, 2005). Tuz-tesvikli oksidatif stres esnasinda,
atmosferik COy’in varlig1 stoma kapanmasindaki artis yiliziinden azalir ve Kalvin
cevrimi vasitastyla NADPH’in birikimi azaltilir. Fotosentetik elektron tasinmasi
esnasinda ferrodoksin asir1 miktarda azaldiginda, elektronlar PSI’den oksijene c¢ok
zararl oksijen radikallerini iireten zincir bir reaksiyonu baglatan Mehler Reaksiyonu
olarak  adlandirilan  siire¢ ile siiperoksit radikallerinin  olusumu igin
aktarilabilmektedir (Hsu ve Kao, 2003; Turkan ve Demiral, 2009). Bitkiler sesil
tabiatlarindan dolay1 ¢evresel streslere adaptasyon gosterir. AOT sinyal molekiiller
olarak davranir ve bitkilerde olusan AOT’ne karsi savunma amacgli antioksidan
mekanizma devreye sokulur (Khan ve ark., 2003). SOD aktivitesinin ayni tiiriin
cesitleri arasinda strese olan tolerans farkliliklarinin ortaya konulmasi agisindan
literatiirde sonucglar kaydedilmistir (Sreenivasulu ve ark., 2000; Sabra ve ark., 2012).
SOD aktivitesinin iiriinii olan H,O,, hiicresel toksisite i¢in dnemli bir ajan ya da
cevresel stres ve strese verilen cevaplar arasinda potansiyel bir sinyal molekiildiir
(Seckin ve ark., 2010) ve miktar1 hiicre igerisinde sayisiz enzim tarafindan
diizenlenmektedir. CAT, peroksizom ve glioksizomlarda, POX, kloroplastlarda ve
APX de kloroplast, sitozol, mitokondri ve peroksizomlarda H,O, nin detoksifikasyon
islemini gergeklestirerek oksidatif strese karsi bitkiyi korumada hayati rol oynar.
APX aktivitesinin tuz toleransi yiiksek olan bitkilerde daha yiiksek oldugu bulgular
seker pancar1 (Bor ve ark., 2003) ve susam (Koca ve ark., 2007) bitkilerinde rapor
edilmistir. Tuz stres toleranslar1 farkli olan iki misir ¢esidi (Azevedo ve ark., 2006)
ile iki farkl1 arpa tiirii (Seckin ve ark., 2010) arasinda SOD, POX, CAT, APX ve GR
enzimlerinin aktiviteleri, tuz stresi kosullarinda tesvik edilmistir. Tuza tolerant olan
bitkilerde GR aktivitesinin yiiksek oldugu celtik koklerinde (Demiral ve Turkan,
2005), bezelye (Hernandez ve ark., 2000) ve mung fasulyesi yapraklarinda (Nazar ve
ark., 2011) kaydedilmistir.
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Geng bugday fidelerinin kokleri ile yapilan tuz stresi ve SA’nin etkileri lizerine olan
calismada da SOD ve POX aktivitelerinin azaldig: tespit edilmistir (Hayat ve ark.,
2010). SA uygulamasmin CAT (Chen ve ark., 1993; Ansari ve Misra, 2007) ve APX
(Durner ve Klessig, 1995) enzim aktivitelerini inhibe ettigini gosteren ¢alismalar
mevcuttur. Stres oncesinde yapilmis olan SA 6n muamelesi fasulye bitkisinde tuz
stresi altinda CAT ve APX aktivitelerini azalmistir (Palma ve ark., 2009). Shakirova
(2007), SA uygulamasi ile SOD, APX ve GR aktivitelerinde artis ve CAT
aktivitesinde de azalma olabilecegini kaydetmistir. Dahasi, tuz stresine maruz
birakilmis hardal bitkisi {lizerine SA’nin etkilerinin arastirildigi calismada, cesitli
antioksidan enzim (SOD, CAT ve POX) aktivitelerinin artisi ile dogru orantili olarak
belirlenen prolin artis1 tuza veya SA’ya maruz kalmanin sonucu olarak tuz stresine

kars1 gelistirilen toleransin gostergesi oldugu saptanmistir (Yusuf ve ark., 2008).

Abdelkader ve ark. (2007); tuz stresine maruz kaldiginda, koyu renkli bugday
fidelerinin yapraklarinda (7riticum aestivum, cv. Giza 168), klorofil birikiminin
azaldigimi gostermistir. Klorofil biyosentez hizinda tuz stresi kaynakli azalmanin
altinda yatan mekanizmay1 agiklamak i¢in, tuz stresinin protoklorofillitin spektral
formlari, protoklorofillitin  klorofillitr  fototransformasyonu, protoklorofillitin
yenilenmesi ve protoklorofillitin 5-aminolevulinik asitten (ALA) sentezlenmesi
tizerindeki etkileri arastirilmastir. Protoklorofillitin klorofillite
fototransformasyonunun tuz stresinden etkilenmedigi tespit edilmistir. Tuz stresinin,
kismen porfirin olusum oranmi azaltarak, klorofil baglama proteinlerinin
olusumunda olas1 bir azalma ile klorofil birikimini 6nledigi sonucuna varilmistir.
Benzer sonuglar Turan ve Tripathy (2015)’in piring fidelerinde tuz stresi altinda

yaptiklari ¢alismada da gézlenmistir.

Gilines ve ark., 2005; SA ile islatilmis tohumun (24 saat boyunca 1 mM SA) ve
topraktaki (0,1 mM ve 0,5 mM) SA uygulamasinin, misirin (Zea mays L., Hamidiye
F1) biiyiime ve mineral konsantrasyonlari tizerindeki etkileri tuz, bor toksisitesi veya
kuraklik stresli kosullarinda incelemislerdir. Ekzojen olarak uygulanan SA, tohumla
islatilmis (SS) veya topraktan (SI) verilen tiim stres kosullarinda bitki biiylimesini

onemli Ol¢iide artirmigtir. SA’nin tuzluluk ve kuraklik altindaki bitkilerin biiylimesi
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tizerindeki bu etkileri Senaratna ve ark. (2000), Shakirova ve ark. (2003) ve
Sakhabutdinova ve ark. (2003) calismalarindaki bulgularla paraleldir. SA, tuz
kosullarinda Na" ve Cl birikimini inhibe etmistir. Kuraklik durumu disinda, SA
uygulamalar1 bitkilerde N birikimini uyarmistir. Stres kosullarinda SA verilen
bitkilerin P, K, Mg ve Mn konsantrasyonlar1 da artmistir. Bu sonuglar SA’nin
bitkilerin ¢evresel streslere verdigi yaniti diizenledigini ve bitki biiylimesini
iyilestirmek ve stres kosullarinda mineral besin konsantrasyonlarini tesvik etmek i¢in

bir bitki biiylime diizenleyicisi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

SA; Pb, Hg ve Cd gibi toksik metallerin zarar verici etkilerinin iyilestirilmesinde
etkili bulunmustur (Mishra ve Choudhuri 1999; Pal ve ark., 2002). Senaratna ve ark.
(2000) SA’ya yanit olarak stresli bitkilerin kuru maddesindeki artislar, stres sirasinda
hiicrelerde oksidatif hasarin 6nlenmesiyle ilgili olabilir sonucuna varmis ve bu

koruma seviyesi, SA tarafindan artirilmis antioksidan aktivitesine baglanmistir.

Aly ve Soliman (1998), SA’nin soya fasulyesi genotiplerinde demir alimi tizerindeki
etkisini ¢calismistir. SA’ nin kalkerli topraklarda yetisen soya fasulyesi genotiplerinde
demir klorozunun diizeltilmesinde etkili oldugunu bulmuslardir. Al-Hakimi ve
Hamada (2001), SA’nim tuzluluk altinda yetisen bugday bitkilerinin Na', K, Ca ve
Mg igerigindeki olumlu etkilerini gozlemlemislerdir. Al-Hakimi ve Hamada, (2001)
SA’nin bugday govde ve kok dokularmm tuzluluk altindaki Na* igerigini azalttigin

tespit etmistir.

El-Katomi ve ark., (2019) genetik tip ve SA uygulamasinin zamanlamasinin misirin
tuzluluk stresine tepkisi iizerindeki etkisini arastirmistir. Misirin tekli ve iigli
melezleri (sirastyla SH ve TH), hidroponik olarak biiyiitiilmiis ve 150 mM NacCl
uygulamasindan 6nce veya sonra yapraklara bir hafta 1 mM SA piuskiirtiilmiistiir.
Uygulamalarim etkisi en ¢ok kok biyokiitlesi iizerinde, en az yaprak sayisi lizerinde
belirgin olmustur. SA, o6zellikle tuzluluk stresi altinda, yapraklarin biiyiimesi i¢in
stres etkilerini ¢ok fazla ortadan kaldirmamis ancak kokler igin faydali etki
gostermistir. Tuzluluk, daha genis ve daha kisa yapraklarin olusumuna yol agmis;

kok biiylimesini, govde biiylimesinden daha biiyiik 6lciide azaltmistir; ancak SA tam
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tersi bir etki yaratmistir. Tuzlulugun yaprak klorofil konsantrasyonu tiizerindeki
etkisi, iki melezde de anlamli ¢ikmamistir. Stomatal CO, konsantrasyonu yiiksek
cikmistir. Hem tuzluluk hem de SA, stoma kapanmasini indiiklemis, transpirasyon ve
fotosentez hizlarmi diisiirmiistiir. Tuzluluk, yapraklarda ¢oziinen seker, prolin ve Na"

konsantrasyonlarmi artirmis, K ve fenolik madde konsantrasyonlarini azaltmistir.

Tuzluluk, yapraklar1 olumsuz etkilemis ve misir tek hibritinin kuru agirligim
azaltmistir (Hussein ve ark., 2007). SA’nin misir ve soya fasulyesi biiyiimesi
iizerindeki yararli etkisi, yaprak alam1 ve kuru agirlikta, bitki boyu ve kok
uzunlugundan daha fazla olmustur (Khan ve ark., 2003; Vazirimehr ve ark., 2014).
Ayni sekilde, SA piiskiirtmesi, kok ¢apindan ziyade kok kuru agirhigr iizerinde
belirgin bir etkisi yapmistir (Hussein ve ark., 2007).

SA’nin faydali etkisi nohut (Farjam ve ark., 2015) ve musir i¢in de bildirilmistir
(Hussein ve ark., 2007; Giines ve ark., 2007). Salatalik tohumlarinin SA ile dnceden
muamelesi, biiyiimeyi artirmis ve tuzlulugun fideler iizerindeki toksik etkisini
hafifletmistir (Wahid ve ark., 2017). Ekzojen SA, tuz stresinin (Khoshbakht ve
Asgharei, 2015; Jini ve Joseph, 2017) ve su stresinin (Shao ve ark., 2018) bitki

performansi tizerindeki olumsuz etkilerini hafifletmek i¢in manipiile edilmistir.

Tuz stresinin musirin fotosentetik pigmentleri lizerinde inhibe edici bir etkisi oldugu
bildirilmistir (Hichem ve ark., 2009; Farooq ve ark., 2015). SA’nin 6n muamelesiyle
(salatalik tohumlar1) veya koklendirme ortamina (misir fidelerinin) eklenmesiyle
uygulanmasi bitkilerin pigment igerigini artirmistir (Khodary, 2004; Tufail ve ark.,
2013; Khoshbakht ve Asgharei 2015; Wahid ve ark., 2017;).

SA’nin ekzojen uygulamasinin, seker iiretimini (Fahad ve Bano, 2012) ve prolin
tiretimini artirarak, tuzlulugun misir biiyiimesi iizerindeki olumsuz etkisini azalttig
bildirilmistir (Hussein ve ark., 2007). Tuzluluk stresi altinda sirasiyla prolin (Esan ve
Olaiya, 2016) ve Naun, bamya ve musirin osmoregiilasyonuna katkis1 Cicek ve

Cakirlar (2002) tarafindan bildirilmistir.
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Misirda K alimmin tuzluluk tarafindan engellendigi bildirilmistir (Farooq ve ark.,
2015); ve SA’in tuz stresinin etkisinin azaltilmasindaki rolii, besin maddelerinin,
Ozellikle K’un bitki dokularindaki miktarini artirmaktir. Bu artis tuz iyonlarinin
azalmasma bagl olarak K'/Na™ oranmin artirilmasiyla saglanmaktadir (Fahad ve

Bano, 2012).

Tuzlulugun, K’ konsantrasyonunu etkilemeden iki musir ¢esidinin Na’
konsantrasyonunu, Na'/K™ oranim ve yaprak ozmolalitesini artirdig1 bildirilmistir
(Cigek ve Cakirlar, 2002). Mansour ve ark. (2005), tuza duyarli bir misir ¢esidinin,
tuza toleransli olandan daha yiiksek yaprak Na' miktarina sahip oldugunu

bildirmistir.

Salatalik tohumlarinin SA ile énceden muamele edilmesi, Na" konsantrasyonlarini
azaltarak ve bitki dokularinin K konsantrasyonlarmi artirarak tuzlulugun salatalik
fideleri iizerindeki toksik etkisini hafifletmistir (Wahid ve ark., 2017). SA
uygulamas1 Na" alimini azalttmis ancak tuz stresi altindaki diger minerallerin alimini
artirmistir (Vazirimehr ve ark., 2014; Jini ve Joseph, 2017). Tufail ve ark. (2013),
tuzluluk stresinin musir biiyiimesi, dokulardaki K'/Na® ve Ca™/Na” oranlarinin
korunmasi tlizerindeki etkisini hafifletmek i¢in kullanilan SA miktarinin

verimliliginde misir genotiplerinin etkisinin oldugunu gdstermistir.

Gilines ve ark. (2007), 40 mM tuz uygulanan musir bitklerinde farkli
konsantrasyonlardaki (0, 0,1, 0,5 ve 1,0 mM) SA uygulamasinin biiyiime, mineral
alimi, membran gegirgenligi, lipit peroksidasyonu, H,O, konsantrasyonu, UV emici
maddeler, klorofil ve karotenoid konsantrasyonlar1 tizerindeki etkisi arastirmislardir.
Ekzojen olarak uygulanan SA, hem tuzlu hem de tuzlu olmayan kosullarda bitki
bliylimesini Oonemli Olglide artirmistir. Tuzluluk stresinin bir sonucu olarak,
malondialdehit (MDA) igerigi ve membran gegirgenligi agisindan oOlgiilen lipid
peroksidasyonu SA ile azalmistir. UV emici maddeler (UVAS) ve H,O,
konsantrasyonu, SA seviyelerinin artmasiyla artmistir. SA ayrica Na' ve CI
birikimini kuvvetle inhibe etmis, fakat stresli misir bitkilerinde N, Mg, Fe, Mn ve Cu

konsantrasyonlarini uyarmistir.



112

Ganesan ve Thomas (2001) tarafindan yapilan bir calismada SA uygulamasi, piringte
H,0, birikimine yol a¢gmustir ve aktif oksijen birikimi ile birlikte olan bir dizi
hiicresel mekanizmay1 indiiklemistir. SA ile muamele edilen yapraklarin ayrica

tiitlinde H,O, biriktirdigi gosterilmistir (Chen ve ark., 1993; Rao ve ark., 1997).

Ortamda artan NaCl konsantrasyonu ve dokulardaki Na" igerigindeki artis arasindaki
pozitif korelasyon iyi belgelenmistir (Al-Hakimi ve Hamada, 2001; Alpaslan ve
Giines, 2001). Al-Hakimi ve Hamada’nin (2001) SA’nin bugday siirgiinii ve tuzluluk
altindaki dokularinin Na' igerigini azalttigini tespit etmistir. Ayrica, Mishra ve
Choudhuri (1999), Oryza sativa’da agir metal stresinin neden oldugu metabolik

bozulmalarin, SA’nin ekzojen uygulamasiyla kismen hafifletildigini bulmuslardir.

Fotosentezdeki azalma, Na“ ve CI iyonlarmimn ve esansiyel mineral besinlerin
homeostazindaki bozulma (Giines ve ark., 2007; Keutgen ve Pawelzik, 2008), stoma
kapanmasi (Steduto ve ark., 2000), yaprak su potansiyeli (Silva ve ark., 2008) ve
kloroplastlarda AOT {iretiminin artmast (Meneguzzo ve ark., 1999) ile
iliskilendirilmistir. Glines ve ark. (2005) ve Al-Hakimi ve Hamada (2001), SA
uygulamasinin, NaCl’nin besin igerigi iizerindeki olumsuz etkilerini 6nledigini 6ne

surmektedir.

Azooz (2009), SA uygulamasmin Na* ve K segiciligini degistirdigini ve membran
hasarini azaltmada yardimei olan Na'/K' oranini diisiirdiigiinii gostermistir. SA’nin
membran biitiinliiglinde ve iyon aliminin diizenlenmesindeki koruyucu rolii de daha

once bildirilmistir (El-Tayeb, 2005; Giines ve ark., 2007).

Tuz stresi su agigini tetikler ve AOT olusumuna ve oksidatif strese neden olan iyonik
ve ozmotik etkileri artirmaktadir (Parida ve Das, 2005). AOT bir sinyal molekiilii
gorevi goriir ve bitkiler AOT’ ne kars1 koruma i¢in antioksidan aktivitelerini artirmak
zorundadir (Khan ve ark., 2003). SA ile farkli stres kosullarinda antioksidan
enzimlerdeki artis belgelenmistir (Khan ve ark. 2003; Wangand Li 2006; Palma ve
ark., 2009; Syeed ve ark., 2010).
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Durner ve Klessig (1995), yiiksek SA konsantrasyonu uygulanan bitkilerde APX
aktivasyonunun azalmasina ve dokularda H,O, birikimine yol actigini kanitlamistir.
Tiitlin bitkilerinin 1 mM SA ile muamelesi, endojen H,O, seviyelerinde %50-60
artisa neden olmustur. Nemeth ve ark. (2002) ayrica yiiksek konsantrasyonda
ekzojen olarak uygulanan SA’nin misir {zerindeki inhibe edici etkilerini
bildirmislerdir. Borsani ve ark. (2001), diisiik endojen SA’ya sahip transgenik
Arabidopsis bitkilerinin, tuz stresinin yol actigi oksidatif hasara, yabanil tip

bitkilerden daha iyi dayanabilecegini gostermistir.

Fayez ve Bazaid (2014); tuz ve su stresi altindaki arpa bitkisinde SA veya KNO;
ilavesinin, oksidatif stresi hafiflettigi sinucuna varmislardir. Bu iyilestirici etki diisiik

MDA igerikleri ve yapraklarda azalmig Na'/ K oram ile saglanmstir.

Stres kosullarina karsi koymak veya bunlardan kag¢inmak ig¢in, bitkiler NaCl
toksisitesine ve tuzluluktan kaynaklanan topraktaki diisiik su potansiyeline veya
kurakliga kars1 miicadele etmek i¢in karmagsik mekanizmalar gelistirmistir (Munns ve
Tester, 2008; Vaseva ve ark., 2012). Bitki biiylimesinde tuz stresine bagli inhibisyon,
spesifik iyon toksisitesine, Na" ve CI” iyonlarinin homeostazindaki bozulmaya, stoma
kapanmasina ve kloroplastlarda artan AOT {iretimine baglanabilir (Meneguzzo ve

ark., 1999; Steduto ve ark., 2000; Giines ve ark., 2007; Daneshmand ve ark., 2010).

SA’nin yapraktan uygulanmasi, tuzlulugun bitki biiylimesi ilizerindeki zarar verici
etkisini azaltmis, biiylime ile ilgili metabolik olaylarin iyilesmesini hizlandirmis ve
tuzlulugun etkilerini tersine cevirmistir (Idrees ve ark., 2011). Hussain ve ark..
(2008) ayrica ekzojen SA uygulamasinin aygicegindeki kuraklik stresinin olumsuz
etkilerini azaltmada ¢ok etkili oldugunu bulmustur. SA’nin membran biitlinliigiinde
ve iyon aliminin diizenlenmesindeki koruyucu rolii de bildirilmistir (El-Tayeb, 2005;

Erasalan ve ark., 2007; Glines ve ark., 2007).

Idrees ve ark. (2010) SA’nin su stresi uygulanmis bugdaylarda fotosentetik aktiviteyi

korudugunu ve Rubisco aktivitesini artirdigini bildirmistir.
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Abiyotik streslere cevap olarak prolin birikimi yaygin olarak bildirilmektedir ve
bitkilerde hiicresel stres adaptasyonunda rol oynayabilir (Fayez, 2000; Ashraf ve
Foolad, 2007; Shahbaz ve ark., 2011; Sperdouli ve Moustakas, 2012). Su eksikligi
hasariin ¢esitli biyokimyasal gostergelerinde, prolin birikimi ve bitkilerde protein

sentezinde azalma bildirilmistir (Irigoyen ve ark., 1992).

MDA seviyesi, siklikla AOT iiretiminin artmasina bagli olarak oksidatif hasarin bir
gostergesi olarak kullanilir (Mittler, 2002; Miller ve ark., 2010). Bugdayda su stresi
seviyelerinin artmasi ile membran hasarindaki (lipid peroksidasyon) artis da

bildirilmistir (Ezzat-Ollah ve ark., 2007; Hameed ve ark., 2011).

Blumwald ve ark. (2000), NaCl’ye bagh K" konsantrasyonundaki azalmayi, yiiksek
bir harici Na' konsantrasyonuna baglamistir. Wakeel ve ark. (2011), Na'
toksisitesinin bitki biiyiimesini etkiledigini, Na/K' oranmi artirdigin1 ve bdylece
K"nm bitki hiicresindeki Na' ile yer degistirmesinin plazma membranmin H'-

ATPaz aktivitesini etkiledigini ileri siirmistiir.

Ahmed ve ark. (2009), tuz stresi altinda biiyiitiilen domates bitkilerinin biiylime
ortamina SA uygulamasi ile membran biitiinliigli ve fotosentetik pigmentlerin
iceriginin korundugunu ve boylece stresin zararli etkilerinin azaltildigini
bildirmislerdir. ilaveten, K* , Ca™ ve Mg™ aliminda bir artis ve Na" ve Cl*“un
aliminda bir azalis saptanmistir (Ahmed ve ark., 2009). Keza SA’nin yapraga
uygulanmasi ile farkli bitkilerde inorganik iyonlarin alinimi ve tagiiminin degistigi
gosterilmistir. Ornegin, tuz stresi altinda biiyiitiilen SA uygulanmis misir bitkilerinde
N, Mg*%, Fe™, Cu' ve Mn"? birikimi énemli diizeyde artarken Na* ve CI” azalmustir
(Gunes ve ark., 2005). NaCl stresinde biiyiitiilen domates bitkilerinde, yapraga SA
uygulamasi ile gévde ve koklerde Na’un azalmasi ve K ve Mg™?’un artmasiyla
NaCl’nin toksik etkisi onemli diizeyde azalmistir (He ve Zhu, 2008). SA 6n
uygulamasini takiben tuz uygulamalarina maruz birakilan domates fidelerinin
yapraklarinda uyumlu ozmolitler (6rnegin; glukoz, fruktoz, sorbitol ve prolin)
belirgin bir sekilde birikmis ve bitki biiylimesi onemli diizeyde tesvik edilmistir
(Szepesi, 20006).
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Misra ve Saxena (2009), mercimekte kok ortamina uygulanmis SA’nin prolin
metabolizmasinda yer alan anahtar enzimlerin aktiviteleri ve bitki biliylimesi lizerine
etkilerini incelemiglerdir. Uyumlu ¢o6ziinenler, hiicre disinda yiiksek tuz
konsantrasyonunu dengelemek ve vakuolde Na' ve CI iyonlarmin yiiksek
konsantrasyonlarda birikimini engellemek i¢in esas olarak sitozolde birikirler (Kavi
Kishor ve ark., 2005). Ekim Oncesi bugday tohumlarinin SA ile muamelesinin,
ozmotik potansiyel, K'/Na" oran1 ve fotosentetik pigmentlerin igerigini kontrol ve
tuzlu kosullarda pozitif olarak diizenledigi bildirilmistir (Kaydan ve ark., 2007). Tuz
stresi altindaki misir bitkilerinde SA’nin prolin birikimini artirdigr ve bu durumun
ozmotik ayarlamada énemli oldugu belirtilmistir (Gautam ve Singh, 2009). Prolin ve
glisin betain gibi uyumlu c¢oziinenlerin SA tesvikli olusumu, membranlarin ve
proteinlerin kararli olmasinda ve bdylece tuz stresine karsi toleransin artmasinda
etkilidir (Deef, 2007). Farkli antioksidan enzimlerin aktiviteleri, tuzluluga maruz
kalma ve/veya SA uygulamasinin sonucunda prolin igerigindeki artisla uyumlu
olarak artmis ve bdylece tuz stresine karsi toleransin artmasi saglanmistir (Yusuf ve
ark., 2008). Tuz stresi (250 mM NaCl) sirasinda SA (0,5 mM) uygulanmis bugday
fidelerinde askorbik asit ve glutatyon dongiisii enzimlerini kodlayan genlerin
transkript seviyeleri ile askorbik asit ve glutatyon iceriklerinin arttigi belirtilmistir

(Li ve ark., 2013).

SA’in CAT aktivitesini hem in vivo hem de in vitro ortamda inhibe ettigi rapor
edilmistir (Chen ve ark., 1993; Larkindale ve Huang, 2004). CAT’1in SA tarafindan
inhibe edilmesi H,O, seviyesinin artigina sebep olmaktadir. Bu durumda, H,O, ve
diger AOT ikincil mesajc1 gibi davranarak bitki savunmasi ile iliskili genlerin ifade

edilmesini tesvik edebilmektedir (Conarth ve ark., 1995).

Perveen ve ark. (2012) bugday bitkisinde tuz tolerfansina salisilik asidin etkilerini
aragtirmiglardir. 10 ve 20 puM salisilik asidin tohum ¢imlenme suyuna eklenmesiyle
tohumlar daha yiiksek Na'/K" oranina sahip olmustur. Ayni1 sekilde Shahbaz ve ark.
(2013) Brassica napus L. bitkisinin ¢imlenme suyuna 0,5 ve 1 mg L™ salisilik asit
eklemis; daha yiiksek siirgiin yas agirligi, daha yiiksek fotosentetik oran, kok ve
govdede daha yiiksek K™ ve prolin igerigi tespit etmislerdir.
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Dong ve ark. (2011) salatalik bitkisine 0,5 ve 1 mM salisilik asidi yapraktan
puskiirtme yoluyla uygulamislardir. SA uygulanan bitkilerde ¢oziiniir seker miktari
artmis; bu ¢oziiniir sekerler osmotik diizenleyici gibi gorev yaparak su alimini ve
deposunu kolaylastirarak tuz toleransini artirmistir. Pistacia vera L. bitkisine 0,1, 0,5
ve 1 mM SA yaprak uygulamasi prolin igeriginin artisini engelleyerek tuz stresininin

etkilerini azaltmistir (Bastam ve ark., 2013).

Arabidopsis bitkisinde tuz stresi altindaki bitkilere kokten 10-500 pM SA
uygulamasi1 K+ akisini diisiirerek membran depolarizasyonun 6nlemistir (Jakannan

ve ark., 2013).

SA’nin antioksidan olarak gorev yaptigma dair g¢esitli caligmalar mevcuttur

(Senaratna ve ark., 2000; Shim ve ark., 2003; Agarwal ve ark., 2005).

Bu calismanin amaci, kdk ve yaprak yoluyla uygulanan salisilik asidin, misir
bitkilerinde tuz stresinin olumsuz etkisi iizerine herhangi bir etkisi olup olmadigini

arastirmaktir.



BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Arastirmada, misir (Zea mays L.) bitkisine ait ADA 9510 genotipi kullanilmistir.
Tohumlar Misir Arastirma Enstitlisiic Mudirliigi Sakarya subesinden temin

edilmistir. Bu genotipin 6zellikleri Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. ADA 9510 genotipinin &zellikleri

ADA 9510

Morfolojik Ozellikler Bitki boyu 250-300 cm, yapraklar1 dik ve genis, sar1 at disi tane
yapisinda.

Tarmmsal Ozellikler Olgunlasma Giin Sayist: Orta-Gegei FAO 650 (125-130 giin)

Verim Potansiyeli Tane Verimi: 1250-1550 kg/da Silaj Verimi: 8-9 ton/da

Tavsiye Bolgeleri I¢c Anadolu Bélgesi’nde silaj; Marmara, Ege, Karadeniz, Akdeniz ana
irtinidiir.

Islah¢1 Kurum Misir Aragtirma Enstitiisii Miidiirligii-Sakarya

Tescil Yili 2000

https://arastirma.tarimorman.gov.tr/misir/IcerikResimleri/SolMenuResimleri/%C3%A7¢%C5%9Fitler/m%C4%B 15 %C4%B 11/
ADA 9510.jpg (3.1.2019)

Calismada kullanilan salisilik asit (CAS-No: 69-72-7) Merck firmasindan temin
edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan arac-gerecler

Calismada kullanilan baglica ekipmanlar, Radwag AS220/C/12 hassas terazi,
Centurion Scientific K3 Series sogutuculu santrifiij, DragonLab MS-H-Pro 1siticili
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manyetik karistirici, IsoLab vorteks, Hanna HI2211 pH metre, Niive sicak su
banyosu, Elga saf su cihazi, JEIOTECH etiiv, Shimadzu mini UV 1240
spektrofotometre ve JSR JSPC-200C iklim dolabi, Hansatech Florimetre, Eppendorf
Research plus mikropipettir.

2.2.2. Analizler
2.2.2.1. Bitki yetistirme yontemi

Saglam ve yaklasik olarak ayn1 biiyiikliikte yeteri kadar tohum secilerek; %96 lik etil
alkol ile kisa siireli hizlica yikanmis; %5°lik sodyum hipoklorit igerisinde 5 dk yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra saf su ile iyice yikanarak (fungusitin
temizlendiginden emin olana kadar) oda sartlarinda saf su icerisinde 1 giin sismeye
birakilmistir. Ertesi giin misir tohumlart 9 cm capindaki cam petrilerde, her petride
20’ser tane olacak sekilde, belirli araliklarla, saf su ile 1slatilan kurutma kagitlari
arasina yerlestirilmistir. Tim bu hazirliklardan sonra tohumlar kontrollii sartlarda
(25°C#2, %70 nem) 3 giin karanliga maruz birakilarak ¢imlenmeye birakilmistir. Bu
sirada 2 kuvvette Hoagland ¢ozeltisi hazirlanmistir (Tablo 3.2.)(Hoagland, 1920).
Bunun i¢in Tablo 3.2.’deki ¢ozeltiler karistirilarak saf su ile 20 L’ye tamamlanir.
Cimlenen tohumlar %2 kuvvette Hoagland ¢dzeltisi igeren kopiik kaplara alinarak 16
saat 151k/8 saat karanlikta (300 pmol (foton) m™s™ 1s1k yogunlugunda) olacak sekilde
bliylimeye almmistir. Her iki gilinde bir Hoagland c¢ozeltisi degistirilmis;
degistirilmeyen giinlerde saksilar calkalanmistir. 11. giine gelindiginde deney
diizenekleri hazirlanmistir. 3 farkli tuz konsantrasyonu (50, 75, 100 mM), bir salisilik
asit konsantrasyonu (50 uM) hem kokten hem de yapraktan olmak iizere 2 farkli

uygulama yapilmistir. Deney diizeneklerinin son hali Tablo 3.3.’te verilmistir.
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Tablo 2.2. Hoagland besin ¢ozeltisi (Hoagland, 1920)

Bilesikler Stok Cozeltiler 2 Hoagland Cozeltisi
Ca(NOs),.4H,0 118,1 gL
MgS0,4.7H,0 26,6 gL 50 mL
K,HPO,.3H,0 164gL"
KNO, 50,4 gL
Aly(SO,);.18H,0 0,1050 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,0 0,1944 g 25 mL™ 37,5 uL
H,BO; 0,3055 g 25 mL™
ZnS0,.7H,0 0,0494 g 25 mL™
CuS04.5H,0 0,0277 g 25 mL™!
NiSO,.7H,0 0,0297 g 25 mL™!
Co(NO;),.H,O 0,0277 g 25 mL™
FeSO,.7H,0 0,0834 g 100 mL™'
10 mL

C4H¢Og (Tartarik asit)

0,0450 g 100 mL™!
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Tablo 2.3. Deney gruplari

1. Deney Grubu Kontrol K

2. Deney Grubu Tuz (50 mM) T 50

3. Deney Grubu Tuz (75 mM) T75

4. Deney Grubu Tuz (100 mM) T 100

5. Deney Grubu Salisilik Asit (50 uM) SA 50

6. Deney Grubu Tuz (50 mM), Salisilik Asit (50 uM)-kok T50 SA50

7. Deney Grubu Tuz (75 mM), Salisilik Asit (50 uM)-kok T75 SAS50

8. Deney Grubu Tuz (100 mM), Salisilik Asit (50 uM)-kdk T100 SA50

9. Deney Grubu Salisilik Asit (50 uM) SA 50 (Y)

10. Deney Grubu Tuz (50 mM), Salisilik Asit (50 uM)-yaprak T50 SAS50 (Y)
11. Deney Grubu Tuz (75 mM), Salisilik Asit (50 uM)-yaprak T75 SAS50 (Y)
12. Deney Grubu Tuz (100 mM), Salisilik Asit (50 uM)-yaprak ~ T100 SAS50 (Y)

Bitkiler 5. giinlin sonunda hasat edilmistir. Hasat sirasinda;
Kok govde boylari 10 tekrarli olacak sekilde l¢iilmiistiir.

b. Taze ve kuru agirliklarin belirlenmesi icin kok ve govde taze agirliklart 10
tekrarli olacak sekilde tartilmis kurumasi igin etiive koyulmustur.

c. Pigment analizi i¢in, her gruptan 3 yaprak parcasinin yas agirligi tartilarak 2
mL asetona koyulmus ve yapraklar renklerini verene kadar buzdolabinda
yaklagik 2 giin kadar bekletilmistir.

d. Oransal su miktar1 i¢in her gruptan 3 yaprak parcasinin yas agirligi tartilarak
3 mL bidistile suya koyulmus ve 24 saat bekletilmistir.

e. Biyokimyasal analizler i¢in saksida kalan diger yapraklarin tamami kesilerek

-20 °C’de depolanmustir.

2.2.2.2. Kok ve govde boylarimnin belirlenmesi

Hasat yapilirken tiim deney gruplarindan 10’ar tekrarli olacak sekilde kok ve govde
boylar1 milimetrik cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Olgiimler sirasinda en uzun kokiin
uzunlugu esas alimmistir. Kok boyu, gévde boyu ve toplam bitki boyu cm bitki B

olarak ifade edilmistir.
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2.2.2.3. Yas ve kuru agirhiklarin belirlenmesi

Her uygulamaya ait 10 tane bitkinin kok ve govdesi ayrilarak yas agirliklar: (gr/bitki)
tartilmigtir. Ornekler 3 giin boyunca 80 °C’de etiivde bekletildikten sonra kuru
agirhiklart da tartilarak kaydedilmistir. Oransal su miktar1 ve ylizde kuru madde
miktarlar1 kok ve govde icin asagidaki denklemler kullanilarak (3.1, 3.2)
hesaplanmistir (Gibon ve ark., 1997; Farrant, 2000).

Sumiktart (%) = [(Yas agirlik — Kuru agurlik) + Yas agirlik] x 100 3.1
Kuru madde miktart (%) = (Kuru agirlik X 100) =+ Yas agirlik (3.2)

2.2.2.4. Fotosentetik pigment miktarimmin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki klorofil a ve b, toplam klorofil (klorofil a+b) ve karotenoid
(ksantofil+p-karoten) miktarlar1 Lichtenthaler (1987)’e goére belirlenmistir.
Yapraklarin ana damar igermeyen yan kisimlarindan ¢ikarilan 0,5 cm c¢apindaki 3
disk tartildiktan sonra, cam deney tiiplerine alinarak {izerine 3 mL %100’liik aseton
ilave edilmistir. Pigmentlerin yaprak dokusundan ¢oziicliye gecmesi icin bir hafta
buzdolabinda (+4 °C) bekletilmistir. Elde edilen 6ziit 10,000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek absorbans degerleri 661,1, 644,8 ve 470 nm’de spektrofotometrik
(SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak belirlenmistir.
Pigment miktarlar1 asagidaki formiillere (3.3, 3.4, 3.5, 3.6) gore hesaplanmistir
(Lichtenthaler, 1987):

Klorofil a (Klo a) = (11,24 x A6661,6) — (2,04 X A644,8) (3.3)
Klorofil b (Klo b) = (20,13 X A644,8) — (4,19 X A661,6) (3.4)
Toplam Klorofil (Klo a + b) = (7,05 X A661,6) + (18,09 X A644,8) (3.9

(1000xA470)—(1,9xKlo a)—(63,14xKlo b)]

Karotenoid (x + ¢) = [ 214

(3.6)
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2.2.2.5. Klorofil tiirevleri ve ara maddelerin belirlenmesi

Yapraklarin ana damar igermeyen yan kisimlarindan ¢ikarilan 0,5 cm ¢apindaki 3
disk tartildiktan sonra, cam deney tiiplerine alinarak tizerine 3 mL %100’liik aseton
ilave edilmistir. Ayn1 hacimde hegzan eklenerek 1500 rpm’de 3 dakika santrifii
edilmistir. 2 faz belirdikten sonra fazlar birbirinden ayrilir. Ust fazda daha az polar
bilesikler, alt fazda daha polar bilesikler yer alir. Ust fazin absorbans degerleri 661
nm’de spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer)
olarak belirlenmistir (klorofil+feofitin miktar1 icin). Ust faz su banyosunda
kurutulduktan sonra asetonda ¢oziilerek 50 uL %12,5 HCI eklenmistir. Absorbans
degerleri 665,4, 653,4, 470 nm’de spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240
UV-VIS Spectrophotometer) olarak belirlenmistir. Alt fazin absorbans degerleri 667,
666, 663,6, 646,6, 650, 628, 590, 575, 440,5 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Protoporfirin, Mg™-protoporfirin ve protoklorofillit mikatarlar1 Kahn
ve ark. (1976); klorofillit a ve klorofillit b miktarlart McFeeters (1971); feofitin a ve
feofitin b miktarlar1 ise Lichtenthaler (1987)’ye gore hesaplanmuistir.

2.2.2.6. Klorofil a floresansi

Olgiimler Modulated Fluorescence Measurement System 2 (FMS-2 Hansatech
Instrument Ltd. King Lynn. UK) ile ilgili yapraklarda tii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Floresans Olgiimlerinden once yapraklar 30 dakika karanlik
adaptasyonuna maruz birakilmistir. Minimum floresans (F,) 0,2 pmolm? s
maksimum floresans (F,) ise 1 saniyelik 7200 umol.m'2 s' siddetinde 151k
kullanilarak belirlenmis ve PSII’nin maksimum kuantum etkinligi (F./Fy)

hesaplanmistir (Genty ve ark., 1989; Huner ve ark., 1996).
2.2.2.7. Serbest prolin miktarinin belirlenmesi
Etiivde kurutulduktan sonra havanda ezilerek ince toz haline getirilen yaprak

orneklerinde prolin miktarini belirlemek i¢cin Weimberg (1987)’in metodu modifiye

edilerek oOziitler hazirlanmistir (Cigek ve Cakirlar, 2002). 10 mg kuru materyal
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tizerine 4 mL distile su ilave edildikten sonra tiipler sicak su banyosunda (100 °C) 10
dakika bekletilmistir. Bu silirenin sonunda 6rnek sogutulup siiziilmiis ve ¢okelti
tizerine 3 mL distile su konulup tekrar sicak su banyosunda bekletilmistir. Sogutma
ve slizme asamasindan sonra ayni islemler bir kez daha tekrarlanarak siiziintiilerin
toplam hacmi 10 mL’ye tamamlanmis ve vorteksle karistirllmistir. Siiziintiiden
alman oOrneklerle prolin miktar1 (umol/g kuru agirlik) asit-ninhidrin metoduna gore
520 nm’de yapilan okumalarla spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-
VIS Spectrophotometer) olarak belirlenmistir (Bates ve ark., 1973).

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

Yaprak dokularindaki H,O, miktarin1 belirlemek i¢in Ohkawa ve ark. (1979)’un
metodu kullanilarak saptanmistir. Bitki yapraklarindan alinan yaklasik 0,3 g 6rnek 6
mL %35’lik trikloroasetik asit (TCA) ile havanda doviilerek homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda numunelerin soguk tutulmasina 6zen
gosterilmigtir. Bu karisim +4 °C’de 4100 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatanttan 0,5 mL alinarak yeni tiiplere i¢inde 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 absorbanslar1 oOlclilmiistiir. Yaprak dokularindaki hidrojen

peroksit miktar1 nmol g taze agirlik " olarak hesaplanmuistir.

2.2.2.9. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA)
miktart Ohkawa ve ark. (1979)’un metodu kullanilarak saptanmistir. Bitki
yapraklarindan alinan yaklasik 0,3 g 6rnek 6 mL %35’lik trikloroasetik asit (TCA) ile
havanda doviilerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda
numunelerin soguk tutulmasina 6zen gosterilmistir. Bu karis1 +4 °C’de 4100 rpm’de
20 dk santrifiij edildikten sonar silipernatanttan 0,5 mL alinarak yeni tiiplere i¢inde
%0,5 tiobarbiitrik asit (TBA) bulunan %20’lik TCA ¢d6zeltisinden 1 mL ve 0,1 M 0,5
mL Tris tampon (pH:7,6) eklenmis daha sonar 95 °C’de 60 dk su banyosunda

tutulmustur. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplerdeki reaksiyonlari durdurmak igin tiipler
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buz banyosuna konulmustur. Spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Yaprak dokularmdaki MDA miktar1 nmol g taze agirlik™

olarak hesaplanmistir.

2.2.2.10. indirgenmis askorbik asit miktarinin belirlenmesi

Askorbik asit miktar1 Fe™ iyonlarmm Fe'® iyonlarina indirgenmesi esasina gore
belirlenmistir (Law ve ark., 1983). Bu amagla belirli miktarda yaprak dokusu
%10’luk TCA i¢ginde ekstrakte edildikten sonra santrifiij edilmis ve silipernatantlar
kullanilmistir. 400 pL slipernatant lizerine, %10’luk TCA, 5 M NaOH, 150 mM
NaPO,4 tamponu (pH:7,4), 10 mM ditiotreitol, %0,5’lik N-etilmaleimid, %44’liikk
H3;PO4 ve %3’liik FeCls ilave edildikten sonra karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmis ve 525 nm’de spektrofotometrik olarak absorbanslari belirlenmistir.

Askorbik asit miktar: standart grafik yardimiyla hesaplanmistir (ug g™ taze agirhik).

2.2.2.11. Toplam superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’e gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH:7,0),
%?2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM Na,EDTA iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile
homojenize edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm ve +4 °C’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Son hacim 1030 pL olacak sekilde 100 mM K-PO, tamponu (pH:7,8), 9,9x10° M
metionin, 5,7x10° M NBT (nitroblue tetrazolyum), %1’lik triton X-100 ve enzim
karisimindan olusan bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon 0,9 uM
riboflavin ilavesi ile baslatilmis, bu karisim 15 dk boyunca 375 pmol m™ s
siddetinde 1518a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans degerleri
belirlenmistir (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer). Toplam

SOD aktivitesi daha Once hazirlanmis olan standart grafikten faydalanarak

hesaplanmistir (U/mg protein).
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2.2.2.12. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’ye gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla 6giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH:7,0),
%2’lik PVP ve 1 mM Na,EDTA iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm ve +4 °C’de 20 dk santrifiij edilmistir. Son hacim
1000 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 igeren enzim
karistmindan olusan reaksiyon ¢dozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, NADPH nin
eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik (SHIMADZU, UV
mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak 320 nm’de yapilan okumalarla
Olgiilmiistiir. Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG oksidasyonu ile yapilmistir.
Enzim aktivitesi, NADPH’nin ekstinksiyon katsayisi (6,2 mM/cm. 340 nm)
kullanilarak reaksiyonun baslangi¢c hizindan hesaplanmistir (nmol NADPH/dk/mg

protein).

2.2.2.13. Toplam askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam APX aktivitesi Wang ve ark. (1991)’a gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla ¢giitiilmiis ve 1,5 mL, 50 mM Tris-HCI (pH:7,2),
%?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 dk santrifiij edilmistir.
Son hacim 1000 pL olacak sekilde 50 mM K-PO, tamponu (pH:6,6), 2,5 mM
askorbat, 10 mM H;0, ve 100 pg protein iceren enzim karisimindan olusan
reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H,O, nin eklenmesiyle baslatilmistir.
Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede (SHIMADZU, UV mini
1240 UV-VIS Spectrophotometer) 290 nm’de yapilan okumalarla enzim 06ziitii
icermeyen reaksiyon ¢ozeltisine karsilik kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin
ekstinksiyon katsayist (2,8 mM/cm.290 nm) kullanilarak reaksiyonun baslangi¢

hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat/dk/mg protein).
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2.2.2.14. Toplam peroksidaz (GPOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GPOD aktivitesi Sanchez-Romero (1993)’e gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla dgiitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH:7,0),
%2’lik PVP ve 1 mM Na,EDTA iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14,000 rpm ve +4 °C’de 20 dk santrifiij edilmistir. Son hacim
3180 pL olacak sekilde 100 mM K-PO,4 tamponu (pH:7,0), 0,316 mM Guaiakol,
0,116 mM H;0O, ve 100 pL enzim karisimindan olusan reaksiyon ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Reaksiyon, H,O,’nin eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak
470 nm’de yapilan okumalarla Sl¢iilmiis ve guaiakol’lin ekstinksiyon katsayisi (26,6
mM/cm. 470 nm) kullanilarak reaksiyonun baslangi¢c hizindan hesaplanmistir (nmol

H,0,/dk/mg protein).

2.2.2.15. istatistik analizler

Denemelerden elde edilen verilerin aritmetik ortalama, standart sapma ve standart
hatalar1 hesaplanmis, SPSS 20.0 paket programi kullanilarak, istatistiki varyans
analizi tek yonlii (ANOVA) yapilmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulama ve
cesitler arasindaki farkin énem kontrolii (LSD), least significant difference; AOF

(Anlamli Onemli Fark) %5 diizeyinde hesaplanmistir.



BOLUM 3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarmnin Misir Bitkisinin Kok Boyu
Uzerindeki Etkisi

Misir bitkilerinin kok boyu, 50 ve 75 mM tuz uygulamalari ile kontrol bitkileri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede etkilememis (P>0,05), 100
mM tuz uygulamasi ise Onemli derecede azaltmistir (P<0,05). Kok yoluyla
uygulanan salisilik asit misir bitkilerinde kok boyunu kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmis (P<0,05); ancak yapraktan verilen
salisilik asit etkilememistir (P>0,05). 50 ve 75 mM tuz stresi altindaki misir
bitkilerinde kokten verilen salisilik asit kok boyunu sadece 50 ve sadece 75 mM tuz
uygulamalarina gore istatistiksel olarak azaltirken (P<0,05), 100 mM tuz ve kokten
salisilik asit kombinasyonu sadece 100 mM tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda
istatistiksel bir fark gozlenmemistir (P>0,05). 50 ve 75 mM tuz uygulanan misir
bitkilerinde yaprak yoluyla verilen salisilik asit kok boyunu sadece 50 ve sadece 75
mM tuz uygulamalar ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememis
(P>0,05), 100 mM tuz ve yapraktan salisilik asit kombinasyonu, sadece 100 mM tuz
uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli derecede artirmistir (P<0,05). 50 ve
100 mM tuz stresi altindaki bitkilere yapraktan yapilan salisilik asit uygulamasi,
misir bitkilerinde kok boyunu kokten yapilan salisilik asit uygulamasina gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artirmistir (P<0,05). 75 mM tuz uygulanan
bitkilerde ise kok ve yapraktan verilen salisilik asit uygulamalar1 arasinda kok boyu

bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (P>0,05) (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin kok boyu {izerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, ¢cubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlamh dnemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)

3.2. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Masir Bitkisinin Govde Boyu
Uzerindeki Etkisi

Uygulanan tiim tuz konsantrasyonlar1 (50, 75 ve 100 mM) muisir bitkisinin gévde
boyunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli derecede azalmaya yol
acmistir (P<0,05). Kok ve yapraktan gerceklestirilen salisilik asit uygulamalar1 hem
birbirleriyle hem de kontrol grubuyla karsilastirildiginda misir bitkilerinde gévde
boyunu istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilememistir (P>0,05). 50 mM tuz stresi
uygulanan musir bitkilerinde kdkten uygulanan salisilik asit govde boyunu sadece 50
mM tuz uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilememistir
(P>0,05). 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerinde ise kok yoluyla
gerceklestirilen salisilik asit gévde boyunu sadece 75 ve sadece 100 mM tuz
uygulamalarina gore istatistiksel olarak onemli derecede artirmistir (P<0,05). 50 ve
75 mM tuz uygulanan bitkilerde yapraktan verilen salisilik asit gdvde boyunu sadece
50 ve sadece 75 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
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anlaml sekilde etkilememis (P>0,05), 100 mM tuz ve yapraktan salisilik asit
kombinasyonu ise sadece 100 mM tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede artirmistir (P<0,05). 50 ve 100 mM tuz uygulanan misir
bitkilerinde kok ve yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalari arasinda gévde boyu
bakimindan istatistiksel bir fark belirlenmemistir (P>0,05). 75 mM tuz stresi
altindaki bitkilerde ise kokten verilen salisilik asit gdvde boyunu yapraktan
uygulanan salisilik aside gore istatistiksel olarak dnemli derecede artirmistir (P<0,05)

(Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin gbvde boyu {iizerine etkisi (Barlar £ standart hata degerlerini, ¢ubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlaml 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)

3.3. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Misir Bitkisinin Toplam Bitki
Boyu Uzerindeki Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz konsantrasyonlar1 misir bitkisinin toplam bitki boyunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli derecede azalmaya yol agmistir

(P<0,05). Kok yoluyla uygulanan salisilik asit misir bitkilerinde toplam bitki boyunu
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kontrol bitkilerine gore onemli derecede azaltirken (P<0,05), yapraktan verilen
salisilik asit istatistiksel olarak anlamli bir sekilde etkilememistir (P>0,05). Yaprak
yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamasi misir bitkilerinde bitki toplam
boyunu kokten verilen salisilik aside gore belirgin oranda artirmistir (P<0,05). 50
mM tuz uygulanan misir bitkilerinde kokten verilen salisilik asit toplam bitki boyunu
sadece 50 mM tuz uygulamasina gore anlamli derecede azaltirken, 100 mM tuz ve
kokten salisilik asit kombinasyonu sadece 100 mM tuz uygulamas: ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artirmistir (P<0,05). 75 mM
tuz uygulanan misir bitkilerine kokten verilen salisilik asit ise bitki toplam boyunu
sadece 75 mM tuz verilen bitkilerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde etkilememistir (P>0,05). 50 ve 75 mM tuz uygulanan misir bitkilerine
yapraktan uygulanan salisilik asit toplam bitki boyunu sadece 50 ve sadece 75 mM
tuz uygulamalart ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememis (P>0,05),
100 mM tuz ve yapraktan salisilik asit kombinasyonu sadece 100 mM tuz
uygulamasina gore artirmigtir (P<0,05). 50 mM tuz stresi altindaki bitkilerde
yapraktan verilen salisilik asit, 75 mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerinde ise
kokten verilen salisilik asit toplam bitki boyunu 6nemli oranda artirmistir (P<0,05).
100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde ise kok ve yapraktan yapilan salisilik
asit uygulamalar1 arasinda toplam bitki boyu bakimindan istatistiksel bir fark

gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin toplam boyu iizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, ¢ubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlaml 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)

3.4. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinmin Misir Bitkisinin Kok Taze
Agirhig Uzerindeki Etkisi

50 ve 75 tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kok taze agirligi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak Onemli derecede etkilenmezken, 100 mM tuz stresi altindaki
bitkilerde istatistiksel olarak 6nemli derecede azalma gdzlenmistir (P<0,05). Kok ve
yaprak yoluyla uygulanan salisilik asit misir bitkilerinde kok taze agirligini kontrole
gore istatistiksel olarak azaltmis (P<0,05); ancak kok ve yapraktan yapilan salisilik
asit uygulamalar1 arasinda 6nemli bir fark gozlenmemistir (P>0,05). 50 mM tuz
stresi altindaki bitkilere kok yoluyla uygulanan salisilik asit misir bitkilerinde kok
taze agirhgint sadece 50 mM tuz uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede etkilememistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100 mM tuz ve kokten salisilik asit
kombinasyonlar1 kok taze agirligini sadece 75 ve sadece 100 mM tuz uygulamalarina
gore istatistiksel olarak onemli oranda artirmistir (P<0,05). 50 ve 75 mM tuz stresi

uygulanan musir bitkilerine yaprak yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamasi
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kok taze agirhigmi sadece 50 ve sadece 75 mM tuz uygulamalar ile
karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememistir (P>0,05). Ancak 100 mM tuz
ve yapraktan salisilik asit verilen musir bitkilerinde kdk taze agirligi sadece 100 mM
tuz uygulanan bitkilere gore istatistiksel olarak 6nemli oranda artirmistir (P<0,05).
50 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde yaprak ve kokten verilen salisilik
asit uygulamalar1 arasinda kok taze agirligi bakimindan istatistiksel bir fark
bulunmamistir (P>0,05). Ancak 75 mm tuz uygulanan musir bitkilerinde yapraktan
verilen salisilik asit kok taze agirligini kok uygulamas: ile karsilastirildiginda

istatistiksel fark gézlenmistir (P<0,05) (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin kok taze agirligi iizerine etkisi (Barlar * standart hata degerlerini, ¢ubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlaml 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)

3.5. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Misir Bitkisinin Kok Kuru
Agirhig Uzerindeki Etkisi

50 ve 100 mM tuz uygulamalari misir bitkisinde kok kuru agirligini kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaltirken (P<0,05), 75 mM tuz uygulamasi
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etkilememistir (P>0,05). Kok ve yaprak yoluyla gergeklestirilen salisilik asit
uygulamalari arasinda kok kuru agirligi bakimindan hem birbirleriyle hem de kontrol
bitkileriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(P>0,05). 50 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde kokten yapilan salisilik asit
uygulamast kok kuru agirligmi sadece 50 mM tuz uygulanan bitkilerle
karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100
mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kokten verilen salisilik asit kok kuru
agirhigmin sadece 75 ve sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artmasina neden olmustur (P<0,05). 50 ve 75 mM tuz
uygulanan misir bitkilerinde yapraktan verilen salisilik asit kok kuru agirligini sadece
50 ve sadece 75 mM tuz uygulamasina gore istatistiksel olarak etkilememis (P>0,05)
ancak 100 mM tuz ve yapraktan salisilik asit kombinasyonu sadece 100 mM tuz
uygulamasina gore istatistiksel olarak 6nemli oranda artirmistir (P<0,05). 50 ve 100
mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kdkten ve yapraktan verilen salisilik asit
uygulamalar1 arasinda kok kuru agirligi bakimindan istatistiksel bir fark
gbozlenmemistir (P>0,05). Ancak 75 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde kokten
verilen salisilik asit kok kuru agirligini yapraktan yapilan salisilik asit uygulamasina

gore istatistiksel olarak onemli derecede artirmistir (P<0,05) (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
mustr bitkilerinin kok kuru agirlig {izerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, cubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlaml 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)

3.6. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin Govde Taze

Agirhgr Uzerindeki Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz uygulamalar1 misir bitkilerinde govde taze agirliginin kontrole
gore Onemli derecede azalmasina neden olmustur (P<0,05). Kok ve yapraktan
gerceklestirilen salisilik asit uygulamalar1 hem kontrolle hem de birbirleriyle
karsilastirildiginda istatistiksel bir fark goézlenmemistir (P>0,05). 50 mM tuz
uygulamasi yapilan misir bitkilerinde kok yoluyla verilen salisilik asit govde taze
agirligint sadece 50 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda istatistiksel
anlamda etkilememis (P>0,05); ancak 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir
bitkilerine kokten verilen salisilik asit gdvde taze agirligini sadece 75 ve sadece 100
mM tuz uygulamalarina gore istatistiksel olarak artirmistir (P<0,05). 50, 75 ve 100
mM tuz stresi uygulanan misir bitkilerinde yaprak yoluyla gergeklestirilen salisilik
asit uygulamalar1 gévde taze agirligini sadece tuz (50, 75 ve 100 mM) uygulamalari
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede etkilememistir (P>0,05).

50 mM tuz uygulanan musir bitkilerinde kok ve yapraktan yapilan salisilik asit
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uygulamalar1 arasinda govde taze agirligi bakimindan istatistiksel bir fark
belirlenmemistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100 mM tuz stresi uygulanan misir
bitkilerinde kok yoluyla gergeklestirilen salisilik asit uygulamasi gdvde taze
agirhigmi yapraktan verilen salisilik aside gore istatistiksel olarak onemli oranda

artirmistir (P<0,05) (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
mustr bitkilerinin govde taze agirlig: lizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, cubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlamh 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)

3.7. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Masir Bitkisinin Govde Kuru

Agirhg Uzerindeki Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz uygulamalar1 misir bitkilerinde gévde kuru agirliginin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak azalmasina neden olmustur (P<0,05). Ancak kok ve
yaprak yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamalar1 gévde kuru agirligini hem
birbirleriyle hem de kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede etkilememistir (P>0,05). 50 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kok

yoluyla verilen salisilik asit govde kuru agirligini sadece 50 mM tuz uygulanan
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bitkilerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede etkilememis
(P>0,05); ancak 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine kdkten verilen
salisilik asit gdvde kuru agirligini sadece 75 ve sadece 100 mM tuz uygulamalarina
gore istatistiksel olarak anlamli derecede artirmistir (P<0,05). 50 mM tuz uygulanan
misir bitkilerinde yapraktan verilen salisilik asit gévde kuru agirligint sadece 50 mM
tuz uygulanan bitkilere gore istatistiksel olarak anlamli derecede artirirken (P<0,05),
75 ve 100 mM tuz stresi altindaki bitkilerde yapraktan yapilan salisilik asit
uygulamasi govde kuru agirligini sadece 75 ve sadece 100 mM tuz uygulamasi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecee etkilememistir (P>0,05). 50
mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kdkten ve yapraktan yapilan salisilik asit
uygulamalar1 arasinda govde kuru agirligi bakimindan istatistiksel bir fark
gbzlenmemistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde
kokten wverilen salisilik asit govde kuru agirh@min yaprak uygulamasi ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli derecede artmasimna neden olmustur

(P<0,05) (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin gévde kuru agirligi tizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, ¢ubuk ise P=0,05
seviyesinde (AOF) anlaml 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)
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3.8. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Misir Bitkisinin Fotosentetik

Pigment Miktar1 Uzerindeki Etkisi

Misir yapraklarindaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid
miktar1 uygulanan tuz konsantrasyonu arttikca kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmistir (P<0,05). Benzer sekilde kok ve yaprak yoluyla
uygulanan 50 uM’lik salisilik asit yapraklardaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil
ve toplam karotenoid miktarini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli
oranda azaltmistir (P<0,05). Yapraktan uygulanan salisilik asidin, kokten yapilan
uygulama ile karsilastirildiginda, yapraklarda daha yiiksek klorofil a, klorofil b,
toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarlar1 oldugu belirlenmistir (P<0,05). 50
mM tuz verilen misir bitkilerinde kok ve yaprak yoluyla gerceklestirilen salisilik asit
uygulamalar1 klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarlarini
istatistiksel olarak etkilememis (P>0,05) ve kontrol bitkilerine gore daha diisiik
degerler gozlenmistir (P<0,05). 75 mM tuzun yani sira yapraktan yapilan salisilik
asit uygulamalari, yapraklarda kontrol grubuna gore daha diisiik klorofil a, klorofil b,
toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarlarima yol agmistir (P<0,05). Ancak
kokten uygulanan salisilik asit, tuz stresi (75 mM) altindaki misir bitkilerinin
yapraklarindaki fotosentetik pigment miktarlarinin, sadece 75 mM tuz uygulanan
bitkilere gore artmasimi saglamistir (P<0,05). Benzer sekilde 100 mM tuz stresi
altindaki misir bitkilerinde, hem kok hem de yapraktan yapilan salisilik asit
uygulamalari, sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore yapraklardaki
fotosentetik pigment miktarlarinin istatistiksel olarak anlamli derecede artmasini
saglamisgtir (P<0,05). 50 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kdkten ve
yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalar1 arasinda fotosentetik pigment
bakimindan istatistiksel bir fark gozlenmemistir (P>0,05). Ancak 75 mM tuz
uygulanan muisir bitkilerinde kokten verilen salisilik asit fotosentetik pigment
miktarinin yaprak uygulamasi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak O6nemli
derecede artmasina neden olmustur (P<0,05) (Sekil 3.7.). (Sekil 3.8., 3.9., 3.10.,
3.11.).
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Sekil 3.8. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki klorofil a miktar lizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini,
cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y:
yaprak)
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Sekil 3.9. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki klorofil b miktar {izerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini,
cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli fark: ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y:
yaprak)
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Sekil 3.10. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (5S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki toplam klorofil miktar1 lizerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)
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Sekil 3.11. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki toplam karotenoid miktar: iizerine etkisi (Barlar * standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

3.9. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin Klorofil
Tiirevleri Miktar1 Uzerindeki Etkisi

Tuz uygulamalar1 (50, 75 ve 100 mM) musir yapraklarindaki protoporfirin miktarini
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede etkilememistir (P>0,05).
Benzer olarak kok ve yaprak yoluyla uygulanan salisilik asit misir yapraklarindaki
protoporfirin  miktarim1  hem  birbirleriyle hem de kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli derecede etkilememistir (P>0,05). 50
mM tuz uygulanan misir yapraklarindaki protoporfirin miktar1 kokten salisilik asit
uygulamasi sonucunda, sadece 50 mM tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli derecede artarken (P<0,05), yaprak yoluyla uygulanan
salisilik asit sonucunda degismemistir (P>0,05). 75 ve 100 mM tuzla birlikte kok ve
yapraktan salisilik asit uygulanan musir bitkilerinin yapraklarindaki protoporfirin

miktari, sadece 75 ve sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda
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istatistiksel olarak anlamli bir degisim gdstermemistir (P>0,05). 50 ve 75 mM tuz ve
kokten yapilan salisilik asit uygulamasinin yapraklardaki protoporfirin miktarini,
yapraktan yapilan salisilik asit uygulamasina gore istatistiksel olarak 6nemli oranda

artirdig1 belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki protoporfirin miktar1 {izerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlaml1 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

Sadece 100 mM’lik tuz uygulamasi misir yapraklarindaki Mg-protoporfirin miktarini

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalttigi belirlenmistir (P<0,05). Kok ve

yaprak yoluyla uygulanan salisilik asit misir yapraklarindaki Mg-protoporfirin
miktarin1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli derecede
etkilememistir (P>0,05). Ancak yaprak yoluyla uygulanan salisilik asit, kok yoluyla
yapilan uygulama ile karsilastirildiginda misir yapraklarinda daha yiiksek Mg-
protoporfirin miktarina yol agmistir (P<0,05). 50 mM tuz ve kok yoluyla salisilik asit

uygulanan misir yapraklar ile sadece 50 mM tuz uygulanan misir yapraklari arasinda

Mg-protoporfirin miktart bakimindan istatistiksel olarak bir fark bulunmamigtir
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(P>0,05). Ancak 75 mM ve 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine verilen
salisilik asit, yapraklardaki Mg-protoporfirin miktarini, sadece 75 ve sadece 100 mM
tuz uygulanan bitkilere gore Onemli oranda artirmistir (P<0,05). Yaprak yoluyla
salisilik asit uygulanan 100 mM tuz stresi altindaki misir yapraklarindaki Mg-
protoporfirin miktar1 da sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek bulunmustur (P<0,05). Ug¢ farkli
konsantrasyonda (50, 75 ve 100 mM) tuz stresi uygulanan musir yapraklarinda, kok
ve yaprak yoluyla yapilan salisilik asit uygulamalar1 arasinda Mg-protoporfirin

miktar1 bakimindan istatistiksel bir fark belirlenmemistir (P>0,05) (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (S0uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki Mg-protoporfirin miktar: iizerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

75 ve 100 mM’lik tuz uygulamalari misir yapraklarindaki protoklorofillit miktarini

kontrole gore 6nemli oranda azaltmistir (P<0,05). Kok yoluyla uygulanan salisilik

asit misir yapraklarindaki protoklorofillit miktarini kontrole gore dnemli derecede

azaltirken (P<0,05), yapraktan uygulanan salisilik asit etkilememistir (P>0,05).
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Yapraktan uygulanan salisilik asit yapraklardaki protoklorofillit miktarim1 kok
uygulamasina gore onemli oranda artirmistir (P<0,05). 50 mM tuz ve kokten salisilik
asit uygulamasi ile sadece 50 mM tuz uygulanan misir yapraklarinda protoklorofillit
miktar1 bakimindan istatistiksel olarak bir fark bulunmamstir (P>0,05). Ancak 75 ve
100 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerine kok yoluyla uygulanan salisilik asit
yapraklardaki protoklorofillit miktarinin sadece 75 ve 100 mM tuz uygulanan
bitkilere gore istatistiksel olarak belirgin sekilde artirmustir (P<0,05). Ug farkli tuz
konsantrasyonu (50, 75 ve 100 mM) ve yapraktan salisilik asit verilen muisir
bitkilerinin yapraklarindaki protoklorofillit miktar1 sadece tuz uygulanan bitkilere
gore daha ytliksek bulunmustur (P<0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilerde,
kok ve yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalari arasinda yapraklardaki
protoklorofillit miktar1 bakimindan istatistiksel bir fark belirlenmemistir (P<0,05)
(Sekil 3.14.).

AOF %5
0,15 - *
<
[y * *
o *
V)]
g 0,12 -
£
=
©
£
T 0,09 -
=
E
o
S
2 0,06
o
o
o
—
a
0,03
0
S 9OWwo o5 9o x> [eNel NoNoNe) o >uwn >0 > o >0 >0 >
SN~ O o mn o MmN N~WnoOown NMOoON~NOOO NoOwmowmno
S =P ) F< <A< Mk mdm <N < W< N
c - cCun<g %) [V R %) < < < NLn<un <
o o %) o LN o %) %) [%) OUVNUVO WUV
~ ~ N ~ o o N o MO N OO
= - — n N~ o FWLkEN-HO
— [= — = = |—|—|:|

Sekil 3.14. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki protoklorofillit miktar1 {izerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)
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50 ve 75 mM tuz uygulamalar1 misir yapraklarindaki klorofillit a ve klorofillit b
miktarin1 kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememis (P>0,05)
ancak 100 mM’lik tuz uygulamasi dnemli derecede azaltmistir (P<0,05). Kokten ve
yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalar1 yapraklardaki klorofillit a miktarini
birbirleriyle ve kontrolle karsilastirildiginda etkilememistir (P>0,05). Ancak kok
yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamasi yapraklardaki klorofillit b miktarinm
kontrole gére dnemli derecede azaltirken (P<0,05), yapraktan verilen salisilik asit
etkilememistir (P>0,05). Kok ve yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalar
karsilagtirildiginda, musir  yapraklarindaki  klorofillit b miktar1 bakimindan
istatistiksel bir fark belirlenmemistir (P>0,05). 50 mM tuz ve kokten salisilik asit
uygulanan bitkilerin yapraklarindaki klorofillit a ve klorofillit b miktarlar1 ile sadece
50 mM tuz stresi altindaki bitkilerin yapraklarindaki klorofillit a ve klorofillit b
miktarlar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100
mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine uygulanan salisilik asit sadece 75 ve 100
mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda yapraklardaki klorofillit a ve
klorofillit b miktarlarin1 6nemli derecede artirmistir (P<0,05). 100 mM tuz stresi
altindaki bitkilerde yaprak yoluyla yapilan salisilik asit uygulamalar1 yapraklardaki
klorofillit a ve klorofillit b miktarlarini, sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore
belirgin oranda artirmistir (P<0,05). 75 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine
kokten verilen salisilik asit, yapraklardaki klorofillit a miktarin1 yaprak uygulamasi

ile kargilagtirildiginda 6nemli oranda artirmistir (P<0,05) (Sekil 3.15., 3.16.).
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Sekil 3.15. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki (A) klorofillit a ve (B) klorofillit b miktar: {izerine etkisi (Barlar +
standart hata degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T:

tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)
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Sekil 3.16. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki klorofillit b miktari tizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini,
cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit;
Y: yaprak)

Tuz uygulamalar1 (50, 75 ve 100 mM) misir yapraklarindaki feofitin a miktarimi
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda etkilememistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100
mM tuz uygulamalart misir yapraklarindaki feofitin b miktarin1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli derecede azaltmistir (P<0,05). Kok ve
yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalar1 hem birbirleriyle hem de kontrolle
karsilastirildiginda  yapraklardaki feofitin a miktarim1 istatistiksel olarak
etkilememistir (P>0,05). Sadece kok yoluyla uygulanan salisilik asit yapraklardaki
feofitin b miktari1 kontrol bitkilerine gore istatistiksel olarak onemli derecede
azaltmistir (P<0,05). Yapraktan verilen salisilik asit ise kok uygulamasina gore
yapraklardaki feofitin b miktarin1 artirmistir (P<0,05). 75 mM tuz ve kokten salisilik
asit verilen misir yapraklarindaki feofitin a miktar1 sadece 75 mM tuz verilen
bitkilere gore istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (P<0,05). Ancak kdk yoluyla
yapilan salisilik asit uygulamasi 50 ve 100 mM tuz uygulanan misir yapraklarindaki

feofitin a miktarini, sadece 50 ve sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilerle
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karsilastirildiginda etkilememistir (P>0,05). Kokten verilen salisilik asit 75 ve 100
mM tuz uygulamasi yapilmis misir yapraklarindaki feofitin b miktarinin sadece tuz
(75 ve 100 mM) uygulanan bitkilere gore artig gostermesini saglamistir (P<0,05).
Yaprak yoluyla gergeklestirilen salisilik asit uygulamasi ise sadece 100 mM tuz stresi
altindaki misir yapraklarindaki feofitin a ve feofitin b miktarinin, sadece 100 mM tuz
verilen bitkilere gore istatistiksel olarak artis gostermesini saglamistir (P<0,05). Kok
ve yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalar1 arasinda tuz stresi altindaki misir
yapraklarindaki feofitin a ve feofitin b miktar1 bakimindan istatistiksel fark

gozlenmemistir (P>0,05) (Sekil 3.17., 3.18.).
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Sekil 3.17. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki feofitin a miktar1 lizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini,
cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit;
Y: yaprak)
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Sekil 3.18. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (SOuM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki feofitin b miktar: {izerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini,
cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli fark: ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit;
Y: yaprak)

3.10. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Masir Bitkisinin Klorofil a

Floresansi Parametreleri Uzerindeki Etkisi

50 ve 75 mM tuz uygulanan musir yapraklarinda F, (minimum floresans) degeri
kontrolle karsilastirildiginda 6nemli derecede etkilenmemis (P>0,05), ancak 100 mM
tuz uygulamasi sonucu artmistir (P<0,05). Kok yoluyla uygulanan salisilik asit misir
yapraklarindaki F, degerini kontrole ve yapraktan uygulanan salisilik aside gore
artirirken (P<0,05), yapraktan verilen salisilik asit etkilememistir (P>0,05). 100 mM
tuz uygulanan misir bitkilerine yapraktan verilen salisilik asit F, degerinin belirgin

derecede azalmasina yol agmistir (P<0,05) (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. Tuz (50,75 ve 100 mM), kik ve yapraktan salisilik asit (S0uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
nusir bitkilerinin yapraklarindaki F,, (minimum floresans) degeri tizerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlaml onemli fark: ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

50 mM’lik tuz uygulamasi misir yapraklarindaki F,, (maksimum floresans) degerini

kontrolle karsilastirildiginda etkilememistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100 mM’lik tuz

stresi ve kok yoluyla uygulanan salisilik asit F,, degerinin kontrole gore Onemli
derecede azalmasina yol agmistir (P<0,05). Misir bitkilerine kok ve yapraktan
yapilan salisilik asit uygulamalar1 arasinda istatistiksel anlamda bir fark
bulunmamistir (P>0,05). 75 ve 100 mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerine
yapraktan uygulanan salisilik asit Fy, degerinin 6nemli oranda artmasina yol agmistir

(P<0,05). Benzer bir sonu¢ 100 mM tuz uygulanan misir bitkilerine kokten salisilik

asit verilmesiyle de gozlenmistir. 75 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerinde,

kokten verilen salisilik asitle karsilastirildiginda, yapraklara piiskiirtiilen salisilik
asidin F,, degerini artirma konusunda daha etkili oldugu belirlenmistir (P<0,05)

(Sekil 3.20.).
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Sekil 3.20. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (S0uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki F,, (maksimum floresans) degeri iizerine etkisi (Barlar + standart
hata degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli fark: ifade etmektedir; T: tuz;
SA: salisilik asit; Y: yaprak)

75 ve 100 mM tuz uygulamalan ile kok ve yapraktan verilen salisilik asit misir

yapraklarindaki F,/Fy, (FSII’nin maksimum kuantum etkinligi) oranint kontrole gore

onemli oranda azaltmistir (P<0,05). Yaprak yoluyla uygulanan salisilik asidin
koklerden verilen salisilik aside gore F,/F,, oraninin daha yiiksek olmasini sagladigi
belirlenmistir (P<0,05). 100 mM tuz uygulanan musir bitkilerine hem kék hem de
yaprak yoluyla verilen salisilik asit F,/F;,, oranin1 sadece 100 mM tuz uygulamasina
gore Oonemli derecede artirmis ancak bu etki yaprak uygulamasinda daha etkili
bulunmustur (P<0,05). Benzer sekilde 75 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde
yaprak yoluyla gergeklestirilen salisilik asit uygulamasi kok uygulamasina gére daha
yiiksek F,/Fy, oranina neden olmustur (P<0,05). Yapraklara piiskiirtiilen salisilik asit
75 mM tuz stresi altindaki misir yapraklarinda, sadece 75 mm tuz uygulamasina gore

F,/F, oraninin belirgin oranda artmasini saglamistir(P<0,05) (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.21. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (S0uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki F,/F,, (FSII’nin maksimum"kuantum etkinligi) iizerine etkisi (Barlar
+ standart hata degerlerini, gubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade
etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)
Calismamizda kullanilan tiim tuz konsantrasyonlar1 (50, 75 ve 100 mM) ve hem kok
hem de yapraktan verilen salisilik asit uygulamalar1 misir yapraklarindaki F./F, (Hill
reaksiyonu etkinlik orani) oranini kontrole gore belirgin derecede azaltmistir
(P<0,05). Ancak yaprak yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamasinin kok
uygulamasina gore daha yiliksek F,/F, oranina yol a¢tig1 gézlenmistir (P<0,05). 75 ve
100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine yapraktan uygulanan salisilik asidin,
kok uygulamasi ile karsilagtirildiginda daha yiliksek F,/F, oranma neden oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Yapraktan verilen salisilik asit, 75 mM tuz stresi altindaki
bitkilerde, sadece 75 mM tuz uygulamasina gore F,/F, oraninin daha yiiksek

olmasini saglamistir (P<0,05) (Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (S0uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki Fv/Fo (Hill reaksiyonu etkinligi) iizerine etkisi (Barlar + standart
hata degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz;
SA: salisilik asit; Y: yaprak)

50 mM’lik tuz uygulamasi misir bitkilerinde FSII birimlerinin yapisindaki reaksiyon

merkezlerini, absorblanan 151k enerjisi miktarini (TRo/ABS), elektron taginim

etkinligini (ETo/ABS) ve fotokimyasal olaylar disindaki enerji kaybini (DIo/ABS)
etkilememistir. Ancak 75 ve 100 mM’lik tuz uygulamalar1 sonucunda, artan tuz
konsantrasyonlarina paralel olarak hasar goren reaksiyon merkezi miktar1 artmais,

TRo/ABS ve ETo/ABS azalmis, DIo/ABS ise artmistir. Yapraktan uygulanan

salisilik asit kokten uygulanana gore reaksiyon merkezlerinde daha az hasara yol

acmistir. Ayrica TRo/ABS daha yiiksek, DIo/ABS ise daha diisiik bulunmustur.

Yapraktan uygulanan salisilik asit 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilerde, sadece 75

ve 100 mM tuz stresi altindaki bitkilere gore reaksiyon merkezlerindeki hasarin

onarilmasini saglamis, TRo/ABS ve RTo/ABS degerlerini artirmis, DIo/ABS’yi ise
azaltmistir (Sekil 3.23.). Sekil 3.23.’te sar1 renkli kisimlar gelen 151k miktarini, acik
mavi kisimlar absorblanan 1s1k enerjisi miktarin1 (TRo/ABS), koyu mavi kisimlar

elektron taginim etkinligini (ETo/ABS), siyah yuvarlak kisimlar FSII birimlerinin
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yapisindaki reaksiyon merkezlerinin zararini, kirmizi kisimlar fotokimyasal olaylar

disindaki enerji kaybin1 (DIo/ABS) temsil etmektedir.



100 mM NaChs
50 ubd SAK

Sekil 3.23. Tuz (50,75 ve 100 mM), kok ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarmin musir bitkilerinin yapraklarindaki reaksiyon merkezleri(siyah yuvarlak),
absorblanan 151k enerjisi miktar1 (TRo/ABS)(ac¢ik mavi), elektron taginim etkinligi (ETo/ABS)(koyu mavi) ve fotokimyasal olaylar digindaki enerji kayb1 (DIo/ABS)(kirmizi)
iizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, ubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y: yaprak)



3.11. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin Prolin

Miktar1 Uzerindeki EtKisi

50 ve 100 mM tuz uygulamalart misir yapraklarindaki prolin miktarmi kontrolle
karsilastirildiginda  etkilememis (P>0,05), 75 mm tuz uygulamasi ise Onemli
derecede azaltmistir (P<0,05). Kok ve yapraktan yapilan salisilik asit uygulamalari
arasinda musir yapraklarindaki prolin miktar1 bakimindan istatistiksel bir fark
gozlenmemistir (P>0,05). Kokten uygulanan salisilik asidin yapraklardaki prolin
miktarini yaprak uygulamasina gore énemli derecede artirdigi goriilmiistiir (P<0,05).
75 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine kok yoluyla uygulanan salisilik asit
yapraklardaki prolin miktarini sadece 75 mM tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda
onemli derecede artirmistir (P<0,05). 50 ve 100 mM tuz stresi altindaki bitkilerde ise
kokten verilen salisilik asit sadece tuz stresi (50 ve 100 mM) uygulanan bitkilere
gore prolin miktar1 {izerinde istatistiksel bir farka yol agmamistir (P>0,05). Benzer
sekilde 50, 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki bitkilere yapraktan uygulanan salisilik
asit, sadece tuz stresi (50, 75 ve 100 mM) uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda
yapraklardaki prolin miktar1 bakimindan bir fark bulunamamistir (P>0,05). Farkli
konsantrasyonlarda tuz stresi uygulanan misir bitkilerine kdk yoluyla uygulanan
salisilik  asit  yapraklardaki prolin miktarin1  yaprak uygulamalar1 ile
karsilastirildiginda artirmis ancak sadece 50 mM tuz stresi altindaki bitkilere kok
yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamasi yaprak uygulamasina goére prolin

miktarini 6nemli oranda artirmigtir (P<0,05) (Sekil 3.24.).
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Sekil 3.24. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (5S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki serbest prolin miktar1 {izerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

3.12. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin H,O;

Miktar1 Uzerindeki EtKisi

50 ve 75 mM tuz uygulamalart misir yapraklarindaki H,O, miktarimi kontrolle
karsilastirildiginda etkilememis (P<0,05), 100 mM tuz uygulamasi ise azaltmistir
(P<0,05). Kok yoluyla uygulanan salisilik asit misir yapraklarindaki H,O, miktarini
kontrole gore Onemli derecede artirirken, yaprak yoluyla verilen salisilik asit
azaltmistir (P<0,05). Kokten uygulanan salisilik asit misir yapraklarindaki H,O,
miktarin1 yapraktan uygulanan salisilik asitle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda
artirmistir (P<0,05). 50 ve 75 mM tuz stresi altindaki bitkilere kok yoluyla verilen
salisilik asit yapraklardaki H,O, miktarini sadece 50 ve 75 mM tuz verilen bitkilere
gore Onemli derecede azaltirken (P<0,05); 100 mM tuz ve salisilik asit verilen
bitkilerde sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilere goére H,O, miktar1 artmistir
(P<0,05). Yapraktan verilen salisilik asit ise 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan
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bitkilerin yapraklarindaki H,O, miktarin1 6nemli oranda azaltmistir (P<0,05). 100
mM tuz uygulanan misir bitkilerine yapraktan verilen salisilik asit H,O, miktarini

kokten verilen salisilik asitle karsilastirildiginda belirgin oranda azaltmistir (P<0,05)
(Sekil 3.25.).

AOF %5 |

H,0, miktari nmol g TA)

9O wmo o 9 > OO wnooo O > >0 > o >0 > 0O >
SN~ O o n o NLWONMN~NWMO LN NOMNOOO N O wmouwmo
e S <L N F< k< < WLk uW;mdwmn <N N <L N
c [ S un g (%) [V iR Y% < < k- < NCuNn<u <
o ©] %] o LN o [%2) [%2) (%) oOunwnwvwow
¥ ~ N N~ (=) o LN o NOoOMN~NLWOO
- = — N N~ o FwLpkENAHO

= — [l |:| ~ }—I—|:|

Sekil 3.25. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki H,O, miktar1 {izerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, ¢ubuk
ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y:
yaprak)

3.13. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin MDA
Miktar1 Uzerindeki Etkisi

50 mM tuz uygulamas1 misir yapraklarindaki MDA miktarin1 kontrole gére dnemli
derecede azaltirken (P<0,05), 75 ve 100 mM tuz uygulamalari etkilememistir
(P>0,05). Kok ve yaprak yoluyla salisilik asit uygulanan misir yapraklarinda MDA
miktar1 agisindan hem birbirlerine hem de kontrole gore istatistiksel fark
goriilmemistir (P>0,05). 75 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine kok yoluyla
uygulanan salisilik asit yapraklardaki MDA miktarini sadece 75 mM tuz
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uygulamasina goére énemli oranda azaltmistir (P<0,05). Ancak 50 ve 100 mM tuz
uygulanan bitkilere kokten verilen salisilik asit yapraklardaki MDA miktarini sadece
50 ve 100 mM tuz verilen bitkilerle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda
etkilememistir (P>0,05). 50 mM tuz uygulanan misir bitkilerine yapraktan verilen
salisilik asit yapraklardaki MDA miktarin1 sadece 50 mM tuz uygulanan bitkilere
gore onemli oranda artirirken (P<0,05); 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine
yapraktan uygulanan salisilik asit MDA miktarin1 sadece 100 mM tuz uygulanan

bitkilerle karsilastirildiginda belirgin derecede azaltmistir (P<0,05) (Sekil 3.26.).
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Sekil 3.26. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki MDA miktari tizerine etkisi (Barlar + standart hata degerlerini, gubuk
ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA: salisilik asit; Y:
yaprak)

3.14. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarmin Misir Bitkisinin Askorbik

Asit Miktar1 Uzerindeki Etkisi

50 mM tuz uygulamasi misir yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktarini
kontrolle karsilastirildiginda etkilemezken (P>0,05), 75 ve 100 mM tuz uygulamasi

onemli oranda artirmigtir (P<0,05). Kok ve yaprak yoluyla uygulanan salisilik asit



160

misir yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktarini kontrole gore belirgin
oranda artirmis, yapraktan verilen salisilik asidin kok uygulamasina gore daha etkili
oldugu gozlenmistir (P<0,05). 50 mM tuz stresi uygulanan misir bitkilerinde kok
yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamasi yapraklardaki indirgenmis askorbik
asit miktarini sadece 50 mM tuz uygulamasina gore onemli derecede artirmistir
(P<0,05). Ancak 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerinde kokten
uygulanan salisilik asit yapraklardaki indirgenmis askorbik asit miktarini, sadece 75
ve 100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilagtirilldiginda istatistiksel olarak
etkilememistir (P>0,05). 50 mM tuz stresi uygulanan misir bitkilerinde yaprak
yoluyla gergeklestirilen salisilik asit uygulamasinin yapraklardaki indirgenmis
askorbik asit miktarin1 sadece 50 mM tuz uygulamasina goére onemli derecede
artirdig1 belirlenmistir (P<0,05). 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde
ise yapraktan uygulanan salisilik asit yapraklardaki indirgenmis askorbik asit
miktarini, sadece 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda belirgin
oranda azaltmigtir (P<0,05). 50 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde kok ve yaprak
yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamalar1 arasinda yapraklardaki
indirgenmis askorbik asit miktar1 bakimindan istatistiksel bir fark gozlenmemistir
(P>0,05). 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde kokten uygulanan
salisilik asidin indirgenmis askorbik asit miktarini, yaprak uygulamasi ile

karsilastirildiginda 6nemli derecede artirdig goriilmiistiir (P<0,05) (Sekil 3.27.).
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Sekil 3.27. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktari iizerine etkisi (Barlar + standart
hata degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlaml énemli farki ifade etmektedir; T: tuz;
SA: salisilik asit; Y: yaprak)

Tuz stresi uygulamalart (50, 75 ve 100 mM) muisir yapraklarindaki oksitlenmis

askorbik asit miktarin1 kontrol degeri ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda

etkilememistir (P>0,05). Benzer sekilde kok ve yaprak yoluyla uygulanan salisilik
asit misir yapraklarindaki oksitlenmis askorbik asit miktarin1 hem kontrolle hem de
birbirleriyle karsilagtirildiginda etkilememistir (P>0,05). Sadece tuz uygulanan misir
yapraklarindaki oksitlenmis askorbik asit miktari, tuzla birlikte kok ve yapraktan
yapilan salisilik asit uygulamalari sonucunda o6nemli derecede etkilenmemistir

(P>0,05) (Sekil 3.28.).
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Sekil 3.28. Tuz (50,75 ve 100 mM), kik ve yapraktan salisilik asit (S0uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
nusir bitkilerinin yapraklarindaki oksitlenmis askorbik asit miktar1 lizerine etkisi (Barlar + standart
hata degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz;
SA: salisilik asit; Y: yaprak)

50 mM tuz uygulamasi misir yapraklarindaki toplam askorbik asit miktarini kontrole

etkilememis (P>0,05); ancak 75 ve 100 mM lik tuz uygulamalar1 artirmistir (P<0,05).

Kok yoluyla uygulanan salisilik asit misir yapraklarindaki toplam askorbik asit

miktarin1 kontrolle karsilastirildiginda etkilememistir (P>0,05). Ancak yapraktan

verilen salisilik asit istatistiksel olarak artirmistir (P<0,05). Benzer sekilde yapraktan
verilen salisilik asidin musir yapraklarindaki toplam askorbik asit miktarini, kokten
uygulanan salisilik asitle karsilastirildiginda 6nemli derecede artirdigi gozlenmistir

(P<0,05). Kok ve yaprak yoluyla uygulanan salisilik asit, sadece 50 mM tuz

uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda yapraklardaki toplam askorbik asit miktarini

onemli derecede artirmistir (P<0,05) (Sekil 3.29.).
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Sekil 3.29. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki toplam askorbik asit miktar: {izerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, gubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

3.15. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarmmin Misir Bitkisinin SOD

Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

50 ve 75 mM tuz uygulamalari misir bitkilerinin yapraklarindaki SOD aktivitesini
kontrolle karsilastirildiginda etkilememis (P>0,05) ancak 100 mM tuz uygulamasi
onemli derecede artirmistir (P<0,05). Kok ve yaprak yoluyla gergeklestirilen salisilik
asit uygulamalar1 yapraklardaki SOD aktivitesini hem birbirleri ile hem de kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak etkilememistir (P>0,05). 50, 75 ve 100 mM tuz
stresi altindaki misir bitkilerinde kokten uygulanan salisilik asit yapraklardaki SOD
aktivitesini sadece 50, 75 ve 100 mM tuz uygulamalarina gore belirgin derecede
azaltmistir (P<0,05). 50 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde yaprak yoluyla
uygulanan salisilik asit yapraklardaki SOD aktivitesini sadece 50 mM tuz uygulanan
bitkilere gore 6nemli derecede artirirken, 100 mM tuz ve salisilik asit kombinasyonu

sadece 100 mM tuz uygulamasina gore azaltmistir (P<0,05). 75 mM tuz stresi
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altindaki bitkilerde ise yapraktan yapilan salisilik asit uygulamas: SOD aktivitesini
sadece 75 mM tuz uygulanan bitkilere gore etkilememistir (P>0,05). 50 ve 75 mM
tuz uygulanan misir bitkilerinde yapraktan verilen salisilik asidin SOD aktivitesini
kokten uygulanan salisilik aside gore belirgin oranda artirdigi gézlenmistir (P<0,05).
100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerinde ise kok yoluyla gergeklestirilen
salisilik asidin SOD aktivitesini yapraktan verilen salisilik aside gore belirgin oranda

azalttig1 belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 3.30.).
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Sekil 3.30. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki stiperoksid dismutaz aktivitesi tizerine etkisi (Barlar  standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

3.16. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin APOD

Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

50 mM tuz uygulamasi misir yapraklarindaki APOD aktivitesini kontrolle
karsilastirildiginda etkilemezken (P>0,05), 75 ve 100 mM tuz uygulamalari 6nemli

derecede artirmistir (P<0,05). Yapraktan uygulanan salisilik asit hem kontrole hem
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de kok yoluyla yapilan salisilik asit uygulamasina gore yapraklardaki APOD
aktivitesinin istatistiksel olarak artmasina neden olmustur (P<0,05). Kokten ve
yapraktan verilen salisilik asit 100 mM tuz uygulanan bitkilerde, sadece tuz (100
mM) verilen bitkilere goére yapraklardaki APOD aktivitesinin 6nemli derecede
artmasint  saglamis (P<0,05); 50 ve 75 mM tuz uygulanan bitkilerde ise
etkilememigtir (P>0,05). 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki musir bitkilerindeki
kokten yapilan salisilik asit uygulamalari, yaprak uygulamasina gére APOD
aktivitesinin istatistiksel olarak artmasina yol agmistir (P<0,05) (Sekil 3.31.).
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Sekil 3.31. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (5S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki askorbat peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi (Barlar £ standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamh 6nemli fark: ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

3.17. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Misir Bitkisinin GR
Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Tuz uygulamalari (50, 75 ve100 mM) misir yapraklarindaki GR aktivitesini kontrole

gore onemli oranda artirmistir (P<0,05). Benzer sekilde kok ve yapraktan verilen
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salisilik asit misir yapraklarindaki GR aktivitesinin kontrole gore artirmistir
(P<0,05). Ancak yapraklardaki GR aktivitesi kokten ve yapraktan yapilan salisilik
asit uygulamalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur
(P>0,05). 50 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilere kdk ve yaprak yoluyla verilen
salisilik asit yapraklardaki GR aktivitesinin sadece 50 ve 100 mM tuz stresi altindaki
bitkilere gore belirgin derecede azalmasina neden olmustur (P<0,05). Ancak kok ve
yaprak yoluyla gerceklestirilen salisilik asit uygulamalari arasinda yapraklardaki GR
aktivitesi bakimindan istatistiksel bir fark belirlenmemistir (P>0,05) (Sekil 3.32.).
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Sekil 3.32. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (S0pM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki glutatyon rediiktaz aktivitesi lizerine etkisi (Barlar + standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlaml1 6nemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)

3.18. Tuz Stresi ve Salisilik Asit Uygulamalarimin Misir Bitkisinin GPOD
Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

50 mM tuz uygulamast misir yapraklarindaki GPOD aktivitesini kontrole gore
O6nemli oranda artirirken (P<0,05), 75 ve 100 mM tuz uygulamalar1 azaltmistir

(P<0,05). Kok ve yaprak yoluyla gergeklestirilen salisilik asit uygulamalart
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yapraklardaki GPOD aktivitesini kontrole gore belirgin oranda azaltmistir (P<0,05).
Yapraktan verilen salisilik asit yapraklardaki GPOD aktivitesini kokten yapilan
salisilik asit uygulamasina gore istatistiksel olarak artirmigtir (P<0,05). 50 mM tuz
uygulanan musir bitkilerinde kok ve yapraktan verilen salisilik asit yapraklardaki
GPOD aktivitesini sadece 50 mM tuz uygulamasina goére dnemli oranda azaltmistir
(P<0,05). 75 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde kok yoluyla verilen salisilik asit
yapraklardaki GPOD aktivitesini sadece 75 mM tuz stresi altindaki bitkilerle
karsilagtirildiginda etkilememis (P>0,05), ancak yaprak yoluyla verilen salisilik asit
artirmistir (P<0,05). 100 mM tuz stresi altindaki misir bitkilerine kok ve yaprak
yoluyla verilen salisilik asit yapraklardaki GPOD aktivitesinin sadece 100 mM tuz
verilen bitkilere gore istatistiksel olarak artmasini saglamistir. 75 ve 100 mM tuz
stresi uygulanan bitkilerde yapraklardan verilen salisilik asidin GPOD aktivitesini
kokten verilen salisilik aside gore daha belirgin sekilde artirdigr belirlenmistir

(P<0,05) (Sekil 3.33.).
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Sekil 3.33. Tuz (50,75 ve 100 mM), kdk ve yapraktan salisilik asit (50uM) ve tuz-salisilik asit uygulamalarinin
musir bitkilerinin yapraklarindaki guaiakol peroksidaz aktivitesi tizerine etkisi (Barlar * standart hata
degerlerini, cubuk ise P=0,05 seviyesinde (AOF) anlamli énemli farki ifade etmektedir; T: tuz; SA:
salisilik asit; Y: yaprak)



BOLUM 4. TARTISMA VE SONUC

Diinya topraklari iizerinde tuzluluk en 6nemli ¢evresel sorunlardan biridir. Tuzluluk;
ozellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yikanarak yeraltt suyuna karisan
cozlinebilir tuzlarin yiiksek taban suyuyla birlikte kapillarite yoluyla toprak yiizeyine
¢ikmasi ve buharlagsma sonucu suyun topraktan ayrilarak tuzun toprak yiizeyinde ve
yiizeye yakin boliimiinde birikmesi olayidir (Ergene, 1982; Kwiatowsky, 1998, Kara,
2002). Tarimsal ya da peyzaj sulama uygulamalarinin yanlis yapilmasi, 6zellikle
dogal drenaj kosullarinin kotii oldugu kurak ve yari kurak yerlerde tuzluluk
sorununun ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Sulamada kullanilan yeriistii ve
yer altt sularinin tamami da biinyelerinde erimis olarak tuzlar1 bulundururlar.
Topraktaki su buharlasma ve bitki kullanimiyla tiiketildiginde geride bu tuzlar
kalarak birikmektedir. Toprakta biriken tuzlar, topragin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini bozmakta ve bitki gelisimini de olumsuz yonde -etkilemektedir.
Yetistirilen bitkinin  veriminde goriilecek azalmalar, toprak ¢dzeltisinin
konsantrasyonuna bagli oldugu kadar, bitkinin tuza dayanimi ile de ilgilidir

(Ekmekgi ve ark., 2005).

Salisilik asit (SA), bitkilerde cesitli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara etki
eden, onemli bir sinyal molekiil olarak davranan ve biyotik ve abiyotik strese karsilik
bitkinin gosterecegi direngte ¢esitli etkilere sahip olan bir bitki hormonu olarak kabul
edilmektedir (Arfan ve ark., 2007; Syeed ve ark., 2010). Bitki toleransindaki rolii pek
cok stresle iliskilendirilmis olsa da yapilan ¢alismalar, literatiirde abiyotik stres
altindaki bitkilerde SA uygulamasi ile antioksidan savunma sistemin nasil
diizenlendigi heniiz agikliga kavusturulmamistir. Ornegin, misir bitkisine yapilan SA
uygulamasi kuraklik toleransini baskilamistir (Nemeth ve ark., 2002). Arabidopsis’te
yabanil tip bitkiye yapilan SA muamelesi ile 5°C’in altinda bitki yagayamazken, SA



169

birikimi yapamayan NahG bitkilerinin bu kosullarda yasayabildikleri (Scott ve ark.,
2004), yiiksek konsantrasyondaki SA’nin Arabidopsis bitkisinde NaCl tarafindan
oksidatif hasar1 artirdigi ve NahG bitkilerinin NaCl uygulamasma c¢ok dayanikli
oldugu bilinmektedir (Borsani ve ark., 2001). Bu sonuglar, SA’nin bitki tlirii ve
uygulanan konsantrasyona bagli olarak stres toleransinda, karsi etkilere sahip

olabilecegini gostermektedir (Torun ve Ayaz, 2019).

Bu ¢alismada, misir (Zea mays L.) ADA 9510 genotipinde, salisilik asit (SA)’in tuz
stresi altindaki etkileri arastirilmistir. Tuz stresinin siddeti artarken antioksidan
enzim aktiviteleri artmis; biliylime parametreleri ve fotosentetik pigment icerikleri
diigmiistiir. SA uygulamasi ise antioksidan enzim aktivitesini bir miktar azaltmis;
bliylime parametrelerini artirmistir (P<0,05). Ayni1 zamanda fotosentetik pigment
miktarlarina da olumlu etkileri olmustur (P<0,05). Tuz stresi 100 mM’lik
konsantrasyonda en olumsuz etkiyi gosterirken; SA kombinasyonunda 75 mM’lik tuz
konsantrasyonu en iyi sonuglar1 vermistir (P<0,05). Kok uygulamalarina gore ise

genelde yaprak uygulamalari daha iyi sonuglar vermistir (P<0,05).

Tuzluluk, bitki hiicrelerinin metabolik aktivitesini azaltarak bitkinin biiylimesini
onemli Olclide azaltmaktadir (Ramagopal, 1987) ve bitki biiyiimesi, tuz stres
toleransinin zirai anlamda en 6nemli markorlerinden biridir (Munns, 2002). Bitki
biliylimesinde tuz stresine bagli inhibisyon, iyon toksisitesi, iyon homeostazindaki
bozulma, stoma kapanmasi ve artan AOT iiretimiyle ilgilidir (Meneguzzo ve ark.,
1999; Steduto ve ark., 2000; Giines ve ark., 2007; Daneshmand ve ark., 2010).
Biiyiimedeki azalmay tespit etmek amaciyla ¢alismamizda kdk boyu, gévde boyu,
toplam boy, kok taze agirligi, kok kuru agirhigi, govde taze agirhigl, govde kuru
agirlign  parametrelerine bakilmistir. Bu morfolojik gdzlemlere bakildiginda,
caligmamizda, SA yoklugunda, tuz stresli misir fidelerine ait biliylime
parametrelerinde 6nemli azalmalar saptanmistir. Biiylime parametrelerindeki azalma
100 mM tuz konsantrasyonunda en siddetli etkiyi gOstermistir. SA
kombinasyonlarinda ise 100 mM tuz konsantrasyonunda Ozellikle yaprak
uygulamalarinda en iyl etkiler goriilmistiir. Uygulanan SA, diger

konsantrasyonlarda da bitki biiylimesi iizerine tuzun =zarar verici etkilerini
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hafifletmistir. Bliylime {izerine SA’nin bu etkisi, Shakirova ve ark. (2003) yaptigi
calisma ile destekleyici niteliktedir. SA’nin kok kuru agirlign {izerine etkisini
arastiran bir ¢aligmada, tuz stresi olmayan bir ortamda 0,5 mM SA uygulamas1 kok
kuru agirhiginda degisim gostermemistir (Palma ve ark., 2009). Suhaib ve ark. (2018)
govde ve kok uzunlugu i¢in salisilik asidin tuzun azaltici etkilerini artirdigini
savunmuglardir. Ayni sonuglar; Waseem ve ark. (2006), Cornelia ve ark. (2011),
Turkyilmaz (2012), Sadeghipour ve Aghaei (2012), Ghafiyehsanj ve ark. (2013)
caligmalar1 ile desteklenmistir. Yildinm ve ark. (2008); salatalikta SA
uygulamalariin tuzun azalttigi biiyiimeyi; govde- kok taze ve kuru agirliklarinin
artirarak iyilestirdigini gostermistir. Buna paralel sonuclar daha 6nceki ¢alismalarda
da mevcuttur (Chartzoulakis, 1994; Zhu ve ark., 2004). Khodary (2004) misirda,
Torabian (2011) Medicago sativa bitkisinde, Erdal ve ark. (2011) bugdayda, Elhindi
ve ark. (2017) biiyiime parametreleri iizerindeki aym etkiyi feslegen bitkisinde,
gozlemlemistir. Bu c¢alismalar1 destekler nitelikte bizim ¢alismamizda tuz stresine
karst SA uygulamasi kok kuru agirligini artirmistir. Buna paralel olarak bizim
calismamizda da kok boyu ve gbvde boyunda tuzun etkileri salisilik asit tarafindan
hafifletilmistir. Yani sonuglar; salisilik asidin kok boyu, gévde boyu, toplam boy,
kok taze agirhigi, kok kuru agirligl, govde taze agirhigi, gévde kuru agirhig
parametrelerine tuzun verdigi zararli etkileri hafiflettigini desteklemistir. Bununla
birlikte; ekzojenik SA’nin vejetatif bliylime {lizerine etkileri bitki tiirleri, olgunlasma
sathalart ve SA’nin konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. SA
uygulamasinin, 7. aestivum fidelerinde tuzluluk altinda ABA ve IAA'nin birikmesine
neden oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, SA uygulamasi sitokinin igerigini
etkilememistir. Bu nedenle SA uygulamasi, antistres programlarinin gelistirilmesini
ve stres faktorlerinin giderilmesinden sonra biiyliime siirecinin normallesmesinin

hizlandirilmasini saglayabilmektedir (Sakhabutdinova ve ark., 2003).

Osmotik diizenleme tuz stresine karsi verilen tepkilerin temelini olusturur. Sitozol ve
diger organellerde organik ¢Oziicii miktarinin artmasi (prolin gibi) hiicrelerde
osmotik diizenlemeye yardimci olur. Tuz stresine karsi bir¢cok bitki dokusunda
organik ¢oziinen madde miktarinda artis gézlenmistir (Wu ve ark., 2011). Prolin,

ozmotik basincit ayarlama, zar bitiinliigiinii koruma, enzim/protein dengesini
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saglama, NADP'/NADPH oranin1 koruma ve serbest radikalleri temizleme gibi
coklu islevlere katilmaktadir (Misra ve Saxena, 2009). Gilinlimiizde yapilan
arastirmalarla, bircok bitkinin strese cevap olarak prolin biriktirdigi ve biriken
prolinin bitkinin stresten geri doniisiimiinde gerekli oldugu ¢ok iyi bilinmektedir
(Szabados ve Savouré, 2010). Dokularda yiiksek miktardaki prolin strese karsi bir
adaptasyon cevabi olarak tanimlanmaktadir (Fayez, 2000; Rai, 2002; Ashraf ve
Foolad, 2007; Shahbaz ve ark., 2011; Sperdouli ve Moustakas, 2012). Tuz stresine
bagli olarak cesitli bitkilerde prolin diizeyinde 6nemli artislar kaydedilmistir (Gzik,
1996; Petrusa ve Vinicov, 1997; Koca ve ark., 2007). SA uygulanan bitkilerde ise tuz
stresi kosullarinda prolin diizeylerinin daha fazla arttig1 gézlenmistir (Shakirova ve
ark., 2003; El Tayeb, 2005; Deef, 2007; Yusuf ve ark., 2008; Gautam ve Singh,
2009; Bastam ve ark., 2013, Elhindi ve ark., 2017; Torun ve Ayaz, 2019). Ekzojen
SA uygulamasi musir bitkisinde prolin ve organik seker miktarim1 artirarak
osmoregiilasyona katki saglamistir (Cigek ve Cakirlar, 2002; Hussein ve ark., 2007;
Fahad ve Bano, 2012; Esan ve Olaiya, 2016). SA uygulamasiyla artan prolin osmotik
diizenleyici gorevi yaparak su alimimi ve depolanmasini kolaylastirmis; bu da
bliylimeyi olumlu etkilemistir. Organlardaki prolin miktarinin artisinin artan NaCl
konsantrasyonu ile daha da artmasi; bu bitkilerin daha fazla AOT biriktirdigi, stres
miktarinin fazla oldugu AOT nin temizlenmesi i¢in daha fazla antioksidan enzime
ihtiya¢g oldugunun gostergesi olarak degerlendirilebilir. Misirda tuzun verdigi
zararlar1 hafiflettici etki gostermesini bekledigimiz SA uygulamasi, yapilan
calismamizda prolin igerigiyle bir korelasyon gostermemistir. SA uygulamasi prolin
igeriginde bir artisa sebep olmamistir. Molinari ve ark. (2007) yaptig1r calismada
transgenik seker kamisi bitkilerinde prolinin bitki antioksidan sisteminin bir bileseni
oldugunu ileri siirmiistiir. Bu durum prolinin stres sonrasi metabolik reaksiyonlarda
enerji  kaynagir gorevi Tlstlenerek tuzluluk toleransi sagladigi sonucunu

dogurabilir.Prolin igeriginde bir artis olmamasi bu durumla iligkilendirilebilir.

Tuzluluk fizyolojik kuraklik olusturarak iyonik ve osmotik stres etkilerini artirir.
Bunun sonucunda tuz stresi bitkilerde AOT seviyelerini etkilemekte ve oksidatif
hasarlara sebep olmaktadir (Parida, 2005; Gemes ve ark., 2011). AOT sinyal

molekiilii gérevindedir ve bitkiler AOT ne kars1 kendilerini korumak i¢in antioksidan
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aktivitelerini artirmaktadirlar (Khan ve ark., 2003). Antioksidan sistem ise biriken
AQT seviyelerini diistirerek hiicrelerde oksidatif hasar etkilerini azalmaktadir (Parida
ve Das, 2005). Oksidatif hasarin azaltilmasi stres toleransiyla iliskili olup;
antioksidan aktivitenin artirilmasi bitkilere onemli stres toleransi saglamaktadir.
(Wang ve Li, 2006). Tuz tolerans1 yiiksek olan bitkilerde antioksidan enzimlerin
aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Hernandez ve ark., 2000; Bor ve ark.,
2003; Demiral ve Turkan, 2005; Azevedo ve ark., 2006; Koca ve ark., 2007; Seckin
ve ark., 2010; Nazar ve ark., 2011). Bunun yaninda SA’nin bitkilerde abiyotik stres
kosullarinda antioksidan enzim seviyelerini artirdig1 bir¢ok calismada bildirilmistir
(Raskin, 1992; Borsani ve ark., 2001; He ve ark., 2002; Popova ve ark., 2003; Khan
ve ark., 2003; Szalai ve ark., 2005; Turan ve Aydin, 2005; Shi ve ark., 2006; Gunes
ve ark., 2006; Stevens ve ark., 2006; Wangand Li, 2006; Shakirova, 2007; Yusuf ve
ark., 2008; Syeed ve ark., 2010; Bayat ve ark., 2012; Mohammadzadeh ve ark., 2013;
Sumaira ve ark., 2014; Torun ve Ayaz, 2019). Calismamizda, tuz stresi kosullarinda
antioksidan enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak onemli (P < 0,05) degisimler ve
SA’nm tuz stresi ile tesvik edilen enzim aktivitelerinde dnemli rolleri belirlenmistir.
SOD aktivitesi bitkilerde ne kadar yiiksekse oksidatif hasar ve hiicresel toksisite o
kadar azaltilmis demektir (Torun ve Ayaz, 2019). SA O,.” tarafindan tetiklenen Ca™
artisginin ardindan hiicre dis1 peroksidazlarin katalize ettigi siiperoksit anyonlarinin
iretimini indiikler (Kawano ve Muto, 2000). SOD, O,e- radikalinin H,O;’e
doniigiimiinii saglayan antioksidan enzimdir. Buna bagli olarak ¢alismamizda SOD
aktivitesinin artan tuz konsantrasyonu ile arttg1 gézlenmistir. SA kok uygulamalarina
bakildiginda tuzla beraber olan kombinasyonlarda enzim aktivitesinin diistigi
gbzlenmistir. Geng bugday fidelerinde yapilan tuz stresi ve SA’nin etkilerinin
aragtirildig1 bir ¢alismada bu sonuglara benzer sekilde SOD ve POX aktivitelerinin
azaldig1 bildirilmistir (Hayat ve ark., 2010). Bu durum bitkinin iyi durumda oldugu
olusan AOT miktarinin az oldugu ve dolayisiyla enzim aktivitesinin de buna bagl
olarak diistiigli seklinde yorumlanabilir. Yaprak uygulamalarinda ise SOD
aktivitesinin SA tuz kombinasyonlarinda 6nceki ¢alismalara paralel olacak sekilde
onemli artiglar saglanmistir. SOD aktivitesi sonucunda olusan H,O, askorbat-
glutatyon dongiisiine girerek su ve oksijene kadar parcalanir. Askorbat-glutatyon

dongiisiinde bulunan enzimler APX, MDHAR, DHAR ve GR’dir. Bu enzimlerden
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APX, indirgeyici molekiil olarak askorbati kullanarak hidrojen peroksidi pargalar.
Elektronunu vererek oksitlenen glutatyon ise GR enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla yeniden indirgenir. Askorbat-glutatyon dongiisii, kloroplastlarda,
sitozolde, mitokondrilerde ve peroksizomlarda bulunmaktadir (Bowler ve ark., 1992;
Jimenez ve ark., 1997; Noctor and Foyer, 1998; Vranova, 2003). Calismamizda
APX enzimi 100 mM’lik tuz ve SA kok ve yaprak kombinasyonunda olduk¢a artmis
tuzun zararh etkilerini azaltmak i¢in H,O, parcalamaktadir. Aymi sekilde GR
aktivitesi de bu reaksiyonda glutatyonu indirgemek amaciyla artmistir. Bu sonuglar
onceki diger caligmalarla desteklenmektedir; APX aktivitesinin tuz toleransi yiiksek
bitkilerde daha yiliksek oldugu bir¢cok bitkide raporlanmistir (Hernandez ve ark.,
2000; Bor ve ark., 2003; Demiral ve Turkan, 2005; Azevedo ve ark., 2006; Koca ve
ark., 2007; Shakirova, 2007; Yusuf ve ark., 2008; Seckin ve ark., 2010; Nazar ve
ark., 2011). GPOD enzimi bitkilerde hidrojen peroksidin par¢alanmasindan
sorumludur. Bu enzim bu antioksidan aktivitesinin yani sira bitkilerde biiyltime ve
gelisme ile hiicre ¢eperindeki lignin biyosentezinde rol oynamaktadir (Riquelme ve
Cardemil, 1993; Bruce ve West, 1989). Enzim miktar1 SA uygulamalariyla énemli
Olclide artmis buna bagl olarak enzim miktarinin yiiksek oldugu gruplarda H,O,

miktar1 diismiistir.

Singlet oksijen, hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi AOT’lerin
olusumunun, metabolik olaylar iizerinde zararl etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
Ancak Asada (1993), bu molekiillerin normal hiicresel reaksiyonlar sonucunda da
olustugunu rapor etmistir (Foyer ve ark., 1994). Edrewa (2005) ise AOT’lerin diisiik
konsantrasyonlarda hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilebilmesi i¢in oldukca
onemli oldugunu belirtmistir. Bunun disinda AOT’lerin bitkilerde patojen
enfeksiyonlarindan korunma ve sinyal iletiminde de Onemli roller oynadigi
belirlenmistir (Grant ve Loake, 2000; Van Breusegem ve ark., 2001; Neill ve ark.,
2002). Normal kosullardaki bir bitki hiicresinde metabolik reaksiyonlar sirasinda
AOT’lerin olusumu ile parcalanmasi olaylar1 kontrol altinda tutulmaktadir. Oksijen
toksisitesi ise kontrol edilemeyen asir1 iiretim veya savunma mekanizmalarinin

yetersizligi sonucu olusmaktadir (Edrewa, 2005).
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Yusuf ve ark. (2012) SA’nin stresli ortamlarda oldugu gibi stressiz ortamlarda da
antioksidan aktiviteyi artirdigmi bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da stressiz
kosullarda sadece SA uygulamalar1 bu ¢alisma ile paralel sonuglar vermis; 6zellikle
GR enzimi miktarinda artiglar gozlenmistir. Palma ve ark. (2009) yaptiklar
calismada SA uygulamasinin tuz stresi olmayan bir ortamda kok kuru agirhiginda
anlaml1 bir degisim gozlememislerdir. Bu sonuglar antioksidan aktivitedeki sonuglar

ile benzerdir.

Genellikle SA antioksidan enzim seviyelerinde bir artisa sebep olurken; uygulanan
SA konsantrasyonu bu iyilestirici etkide kilit rol oynamaktadir. Barba-Espin ve ark.
(2011) yaptiklar bir ¢aligmada SA uygulamasinin tuz stresi hasarlarint artirdiini ve
antioksidan metabolizmada bir dengesizlige yol ac¢tigin1 bildirmislerdir. Nemeth ve
ark. (2002) misirda yaptiklar1 calismada SA uygulamasinin kuraklik toleransimi
baskiladigini  bulmuslardir. Bu baskilamanin SA konsantrasyonu ile iliskili
olabilecegi Borsani ve ark. (2001) yaptig1 calisma ile desteklenmektedir. Borsani ve
ark. (2001) Arabidopsis bitkisinde yliksek konsantrasyonda SA uygulamasinin tuzun
neden oldugu oksidatif hasar1 artirdig1 SA birikimi yapamayan NahG bitkilerinin tuz
uygulamasina kars1 daha dayanikli oldugunu tespit etmislerdir. Durner ve Klessig
(1995) yiiksek SA konsantrasyonunun APX aktivitesini azaltarak H,O, seviyelerinde
artisa sebep oldugunu kaydetmislerdir. Benzer sekilde asamali olarak artirilan tuz
konsantrasyonlarina kars1 da basta SA fayda saglarken tuz stresi arttik¢a bitkilerin
Oliimiine yol agacak sekilde H,O, birikimine sebep olmustur (Gemes ve ark., 2011).
Bu calismada da daha yiiksek ve daha diisiik birgok SA konsantrasyonu ¢alisiimis
fakat en uygun konsantrasyonun 50 uM oldugu sonucuna varilmistir. SA’nin diistik
ve yiiksek seviyeleri bitkilerde abiyotik stres duyarlilifini artirirken; optimum SA

konsantrasyonlari1 bu duyarliligi azaltir.

Bir reaktif oksijen tiirii olan H,O, biyolojik sistemlerde normal metabolizmanin bir
iriinii olarak iiretilmekte ve birgok biyokimyasal ve fizyolojik siirece etki etmektedir.
H,0; miktariin yiiksek olmasi dokularda oksidatif hasarin oldugunu gostermektedir
(Liu ve ark., 2010). SA muamelesinin yapraklardaki H,O; icerigini en aza indirdigi

kaydedilmistir (Nazar ve ark., 2011; Erdal ve ark., 2011). Bunun aksine Ganesan ve
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Thomas (2001) tarafindan yapilan ¢alismada SA uygulanan piring bitkilerinde H,O,
birikimi gozlenmistir. Benzer sonuglar tiitiin bitkisinde de bildirilmistir (Chen ve
ark., 1993; Rao ve ark., 1997). Giines ve ark. (2007) tek konsantrasyon tuz
muamelesine artan SA seviyeleri uygulamislardir. Artan SA miktari ile beraber H>O,
miktar1 da artis gostermistir. Benzer sonuglar Durner ve Klessig (1995), Giines ve
ark., (2011) literatiirlerinde de ortaya konmustur. Bu ¢alismada SA’nin hem kok
ozellikle de yaprak uygulamalarinda H,O, seviyelerini dnemli 6l¢iide diistirdiigii
goriilmektedir. H,O; hiicresel toksisite i¢in dnemli bir ajan abaiyotik stres ve verilen
tepkiler arasinda potansiyel bir sinyal molekiildiir (Seckin ve ark., 2011). Hiicrelerde
H,0,; seviyeleri bircok enzim tarafindan diizenlenmektedir. CAT, peroksizom ve
glioksizomlarda, POX, kloroplastlarda ve APX de kloroplast, sitozol, mitokondri ve
peroksizomlarda H,O,’in detoksifikasyon islemini gerceklestirerek oksidatif strese
kars1 bitkiyi korurlar. SA’in CAT aktivitesini inhibe ettigi daha 6nce rapor edilmistir
(Chen ve ark., 1993; Larkindale ve Huang, 2004; Ansari ve Misra, 2007).
Sonuglarimizda stressiz ortamda bitkiye verilen SA’in H,O, miktarmi kontrole
kiyasla artirmis olmasi1 bu olayla iliskilendirilebilir. Katalaz SA baglayici bir enzim
islevi goriir (Dempsey ve ark., 1999) ve aktif SA analoglar1 tarafindan inhibe edilir.
Bu da hiicrelerde H,O, artisina sebep olur. Bu durumda H,O, artis1 ikincil mesajci
gibi davranarak bitki savunma genlerinin ifadesini uyarabilirler (Conarth ve ark.,

1995).

Bitkilerde stres faktorlerinden etkilenen ilk hedef bolge hiicre membranidir. Tim
bitkilerde abiyotik stresin membrana verdigi hasar doymamis yag asitlerinin
yikilmasiyla olusan MDA miktar ile belirlenmektedir. MDA hiicre membraninin
fosfolipitleri diizeyinde oksidatif bir zararin, lipit peroksidasyonunun bir
gostergesidir (Glines ve ark., 2007). Tuza toleransh bitkilerde stres faktorleri altinda
MDA miktar1 diisiik, tuza toleransi az olan bitkilerde ise MDA miktar1 yiiksek
oranda gozlenmektedir (Giines ve ark., 2007). Tuz konsantrasyonunun artmasi ile
membran hasarlart artis gostermistir (Ezzat-Ollah ve ark., 2007; Hameed ve ark.,
2011). SA’in membran biitlinliigliniin korunmasindaki rolii birgok calismada
belirtilmistir (El-Tayeb, 2005; Erasalan ve ark., 2007; Giines ve ark., 2007). Misirda

ve arpada tuz stresinin bir sonucu olarak MDA igerigi SA ile azalmistir (Giines ve
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ark., 2007; Fayez ve Bazaid, 2014). Bu ¢alismada diger ¢aligsmalara paralel olarak tuz
stresine bagli olarak MDA miktarinda bir artis gozlenmis; kontrole kiyasla 6zellikle
foliar SA uygulamalar lipid peroksidasyonunu buna bagli olarak da MDA miktarini

Onemli Olciide diigtirmiistiir.

Tuz stresinin bitkilerde stomalarin kapanmasina, yaprak alaninin kiigiilmesine,
transpirasyonun azalmasina, fotosentetik pigment miktarinin azalmasina tilakoid
membranlarin  yapisal kararliligi1  bozarak, iyon diizensizliklerine ve CO;
fiksasyonunun azalmasina neden olarak fotosentetik aktiviteyr azalttig
bilinmektedir. Stomalarin kapanmasi dokularda CO, miktarin1 azaltir ve bu da
fotoinhibisyon ve fotooksidayon gibi olaylar1 tetikleyerek yaprak dokularindaki
klorofil molekiillerinin pargalanmasina yol agmaktadir (Zhang ve ark., 2002; Flexas
ve Medrano, 2002). Yaprak dokularindaki fotosentetik pigment miktar1 bu
molekiillerin sentez ve parcalanma hizi arasindaki dengeye bagli olarak degisim
gostermektedir. Onceki calismalar artan tuz konsantrasyonunun klorofil icerigini
disiirdiigiinii kaydetmislerdir (Suhaib ve ark., 2018; Lee ve ark., 2004; Yildirim ve
ark., 2008; Bayat ve ark., 2012; Hichem ve ark., 2009; Farooq ve ark., 2015). Bu
caligmada da artan tuz konsantrasyonlar1 pigment iceriginde dnemli diisiislere sebep
olmustur. Tuzdan etkilenen bitkilerde klorofil icerigindeki azalma tuz stresi altinda
pigment-protein kompleksinin kararsizligi ile birlikte klorofil ve diger kloroplast
pigmentlerinin olas1 oksidasyonuna baglanabilir (Tariq ve ark., 2011). Salisilik asit
ise pigment parametreleri lizerinde olumlu etkiye sahiptir (Suhaib ve ark., 2018; El
Tayeb, 2005; Yildirim ve ark., 2008; Khodary, 2004; Wahid ve ark., 2017; Tufail ve
ark., 2013; Khohbakht ve Asgharei, 2015; Ahmed ve ark., 2009; Kaydan ve ark.,
2007;). Dolayisiyla SA net fotosentetik aktiviteyi artirmistir. Bu artis bitkilerdeki
fotosentetik yapilari islevsel durumundaki iyilesmeden kaynaklanabilir. Iyilesme ise
klorofil biyosentezinin hizlanmasiyla miimkiindiir (Shi ve ark., 2006). Abdelkader ve
ark., (2007), klorofil biyosentez hizinda tuz stresi kaynakli azalmay1 kanitlamak i¢in
bugdayda yaptiklar1 ¢alismada protoklorofillitin klorofillite fototransformasyonunun
tuz stresinden etkilenmedigini tespit etmislerdir. Benzer sonuglar1 Turan ve Tripathy,
(2015) bulmustur. Bizim c¢alismamizda da bu c¢alismalara paralel sonuglar

kaydedilmistir. Bu sonuglardan tuz stresinin kismen porfirin olusumunu azaltarak
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klorofil baglama proteinlerinin olusumunda olas1 bir azalma ile klorofil birikimini

onledigi sonucuna varilabilir.

Yapraktan SA uygulamalarinda gaz aligverisinde tuzun indiikledigi azalmanin
engellendigini kanitlayan calismalar mevcuttur (Hayat ve ark., 2005; Noreen ve
Ashraf, 2008; Sumaira ve ark., 2014). Bu da fotosentetik aktiviteyi olumlu
etkilemektedir.

SA uygulamasi; tuz stresine karsi tiire, tuz ve SA konsantrasyonuna bagli olarak
koruma sagladigimi agikga ortaya koymaktadir. Salisilik asit, bitkilerde c¢esitli
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara etki eden, 6nemli bir sinyal molekiil olarak
davranan ve biyotik ve abiyotik strese karsilik bitkinin gosterecegi direncte cesitli
etkilere sahip olan bir bitki hormonu olarak kabul edilmektedir (Arfan, 2007; Syeed,
2010).



BOLUM 5. ONERILER

Toprak tuzluluk oranit mahsul verimini 6nemli dl¢lide diisiirmektedir. Tuzlu tarim
arazisinin etki alani ve siddetinin, sulanan arazinin yetersiz drenaji, artan su
seviyeleri ve kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak daha da kotiilesece8i tahmin
edilmektedir. Cogu bitki tiirliniin biiyliimesi ve verimi, toprak tuzlulugundan olumsuz
etkilenir, ancak cesitli adaptasyonlar bazi mahsul ¢esitlerinin biiyiimeye devam
etmesine ve 1limh toprak tuzlulugu altinda hasat edilebilir bir verim liretmesine izin
verebilir. Tuzlu topraklarin énemli maloluslar1 vardir. Ornegin tarim faaliyetlerinde
ekonomik maliyetlerin olmasi veya bitkilerin tuza adaptasyonu i¢in harcadigi enerji

miktar1 yadsinamayacak kadar ¢oktur.

Genetik seviyede spesifik tuz tolerans mekanizmalari, tek bir hiicreden tiim bitkilere
kadarki rolii i¢in nicel veriler elde ederek hangi yollarin enerji kazanimina yol
actigin1 tahmin eden modeller gelistirebiliriz. Arzulanan sonug, diisiik enerji maliyeti
ve daha verimli iiriinlerin se¢imi olacaktir. Tuzla kars1 karsiya kalindiginda veya
daha Oncesinde bitkinin enerjisini ekonomik kullanmasi ve bunun dogal ¢esitliligi
mahsul 1slahina yonelik bir temel saglayacaktir. Stres oncesi 1slah uygulamalari
stresli ortamlarda yetistiricelere verimde dnemli artislar saglamanin yani sira bitkisel
gen kaynaklar1 saglamaktadir (Ornegin, Schroeder ve ark., 2013). Arabidopsis
lizerinde yapilan temel arastirmalarda, tuz tolerans mekanizmalarina iliskin birgok
mekanizma  gelistirilmis; ancak bunlarin ne kadarinin tarladaki bitkilere
uygulanabilecegi tartisma konusudur. Uygun fiyathi yeni nesil dizileme ve yeni
transformasyon teknikleri artik mahsiiller iizerinde temel arastirmalarin yapilmasina
izin vermektedir. Ekinlerdeki mevcut daha biiylik dogal varyasyon ve daha karmasik
genomlari, muhtemelen model bitkilerde miimkiin olandan daha biiyiikk verim
artiglar1 saglayacagindan gida giivenligi hedeflerine somut arastirma etkileri

saglayacaktir.
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Bu sonuglar dogrultusunda misir bitkisinde tuza toleransin artirilmasi i¢in ekzojen
olarak uygulanan SA’in bitki gereksinimine uygun konsantrasyonunun tespit
edilmesinin gerektigi onemle belirtilebilir. Calismamizin bitkilerde tuz toleransinin
artirilmasint hedefleyen bitki fizyolojisi alanlarinda yapilacak ¢aligmalar icin yol

gosterici bir kaynak olacagini diistinmekteyiz.
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