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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TUZ STRESI ALTINDA CIMLENDIRILEN ARPA TOHUMLARINDA
HUMIK ASITIN SITOGENETIK ETKISi

Merve DUNDAR YURTLU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Selma TABUR

Bu ¢alismada, farkli tuz konsantrasyonlarinda (0.25, 0.30, 0.35 M) ¢imlendirilen arpa
(Hordeum wvulgare L. cv. ‘Biilbil 89’)  tohumlarinin k6k ucu meristem
hiicrelerindeki mitotik aktivite ve kromozom davraniglari ilizerine humik asit 6n
uygulamasinin etkisi ¢alisilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda mitotik
aktivite tuz konsantrasyonunun artisina paralel olarak kismen azalmigtir. Ayni
zamanda bu tuz konsantrasyonlari arpa kok uglarinda kromozomal anormalliklerin
Oonemli bir derecede artmasina sebep olmustur. Ayrica tek basina humik asit 6n
uygulamali tohumlarin mitotik indeksi kontrol (saf su) ile karsilagtirildiginda % 70
oraninda bir artis gosterdigi ve mitotik anormalliklerin frekansini ise % 42 oraninda
arttirdig1 belirlenmisgtir.

Humik asit ile muamele edildikten sonra farkli tuz konsantrasyonlarinda
¢imlendirilen tohumlarin mitotik indeksinin tek basina tuzlu ortamda ¢imlendirilen
tohumlarin mitotik indeksinden daha diisiik oldugu gozlenmistir. Diger bir ifadeyle
tuzlulukla birlikte humik asit 6n uygulamasi tuz konsantrasyonu artigina paralel
olarak mitotik indeksi engellemistir. Bununla birlikte humik asit 6n uygulamasindan
sonra farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen tohumlarin mitotik indeksi kendi
kontrol grubuyla (tek basina humik asit ile) karsilastirildiginda calisilan tiim
konsantrasyonlarda énemli derecede azalmistir. Ayrica tuzlu ortamda ¢imlendirilen
humik asit 6n uygulamali tohumlarin kok wucu hiicrelerindeki kromozomal
anormalliklerin frekansi kendi kontrol grubuna gdére 6nemli derecede azalmigtir. 28
mg/L humik asit 6n uygulamasi ¢aligilan tiim tuz konsantrasyonlarinda tuzlulugun
negatif etkisini hafifletmekte basarili bir performans gostermistir. En yiiksek tuz
konsantrasyonunda (0,35 M) humik asit uygulamas: ise saf su ortaminda
¢imlendirilen tohumlarla ayni anormallik yilizdesine ulasarak miikemmel bir basari
gostermistir. Farkli tuz konsantrasyonlart ve/veya humik asit 6n uygulamasi
mikroniikleus ve graniilasyonun yani sira ¢esitli profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
anormallikleri gibi 6nemli kromozomal sapmalar meydana getirmistir.

Anahtar Kelimeler: Arpa, humik asit, kromozom anormallikleri, mitotik indeks, tuz
stresi

2016, 40 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

CYTOGENETIC EFFECT OF HUMIC ACID ON BARLEY SEEDS
GERMINATED UNDER SALT STRESS

Merve DUNDAR YURTLU

Siilleyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Selma TABUR

In this study, the effect of humic acid pretreatment on mitotic activity and
chromosome behaviors in meristematic root cells of barley (Hordeum vulgare L. cv.
‘Biilbiil 89”) seeds germinated under different salt concentrations (0.25, 0.30 and
0.35 M) were investigated. Mitotic activity partly decreased in parallel to salt
concentrations increasing as compared to control group. At the same time, these salt
concentrations caused a significant increase of chromosomal abnormalities in root
tips of barley. Moreover, as compared to control (in distilled water), it was
determined that the mitotic index of barley seeds with alone humic acid pretreatment
decreased 70 % and the frequency of mitotic aberrations increased 42 %.

It was observed that the mitotic index of seeds germinated in different salt
concentrations after treatment with humic acid was lower than the mitotic index of
seeds germinated in saline media alone. In other words, humic acid pretreatment
along with salinity prevented mitotic index in parallel to salt concentration rise.
However, the mitotic index of seeds germinated in different salt concentrations after
humic acid pretreatment decreased considerably in the all concentrations studied as
compared with its control group (by alone humic acid). Moreover, the frequency of
chromosomal aberrations in root tip cells of seeds with humic acid pretreatment
germinated in saline medium significantly decreased according to its control group.
28 mg/L humic acid pretreatment revealed to a successful performance in
ameliorating of the negative effect of salinity in the all concentrations studied. Humic
acid pretreatment in the highest salt concentration (0.35 M) showed perfectly a
successful reaching to the same abnormality percentage with the seeds germinated in
distiled water medium. Different salt concentrations and/or humic acid pretreatment
constituted the major chromosomal aberrations such as micronucleus and granulation
and also various prophase, metaphase, anaphase and telophase aberrations.

Keywords: Barley, humic acid, chromosome aberrations, mitotic index, salt stres.
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1. GIRIS

Cevresel stresler bitki biiyime ve gelismesi iizerine olumsuz etkilere sahiptir
(Swiatek vd., 2003). Bu streslerden biri olan tuzluluk, diinyanin birgok alaninda artan
bir problem olmakla birlikte yaygin ¢evresel streslerden biridir (Tobe vd., 2003).
Diinyada ve iilkemizde tuz etkisinde kalan topraklarin miktar1 giin gectik¢e artmakta,
verim azalmakta ve bazi alanlar da asir1 tuzlanma nedeniyle tamamen iiretim dis1
kalmaktadir (Francois ve Mass, 1994). Kiiltiir bitkileri agisindan ¢evresel bir stres
faktorli olan tuz stresi, kimyasal stres grubuna girmektedir (Mahajan ve Tuteja,
2005).

Kuraklik, tuzluluk, asir1 sicaklar, kimyasal toksisite ve oksidatif stres gibi abiyotik
stresler tarima ve dogaya yonelik ciddi tehditler olusturmaktadir. Diinyada her yil 10
milyon hektar arazinin tuzluluk etkisiyle elden ¢ikmasi sorunun boyutunu daha iyi
g6z Oniine sermektedir (Kwiatowski, 1998). Artan tuzlanmann, ekilebilir arazinin
ontimiizdeki 25 yil i¢inde % 30 ve 2050 yilma kadar % 50 arazi kaybina neden
olmasi beklenmektedir ( Wang vd., 2003) .

Tuz stresinin, tohum ¢imlenmesini (Al-Karaki, 2001; Dash ve Panda, 2001), fide
biiytimesini (Ashraf vd., 2002; Cavusoglu ve Kabar, 2008; Cavusoglu vd., 2013),
enzim aktivitesini (Prakash ve Prathapasenan, 1988), DNA, RNA ve protein
sentezini (Anuradha ve Rao, 2001) ve mitoz boliinmeyi (Tabur ve Demir, 2009, 2010
a,b; Cesur ve Tabur, 2011;) engellemek suretiyle bitki biiyiime ve gelismesi lizerinde
olumsuz etki yaptig1 bilinmektedir. Bununla birlikte tuz stresi bitki tiirlerinde kendi
hassasiyeti ve toleransia gore farklilik gdsterebilir (Cony ve Trione, 1998; Ashraf

ve Harris, 2004).

Bilindigi gibi tuz, ozmotik etki yolu ile ortam suyunun osmotik basincini arttirarak
veya su potansiyelini diislirerek tohumun su alip sismesini ve ¢imlenme ile ilgili
fizyolojik olaylarin baglamasimi engeller (Ali, 2000; Al-Karaki, 2001). Bitkilerde
tuzlulugun olumsuz etkileri iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Greenway ve Munns,
1980; Munns, 1993; Igbal ve Ashraf, 2005; Jamil vd., 2007; Duan vd., 2008). Son

zamanlarda bitkilerde tuz tolerans1 mekanizmalarinin anlasilmasi hakkinda yapilan



aragtirmalar daha fazla 6nem kazanmistir (Dajic, 2006; Munns ve Tester, 2008;
Elkahoui vd., 2013; Zhu vd., 2015). Ancak bitki tiirlerinin fizyoljik ve genetik
kompleksliginden dolay1 tuz tolerans mekanizmasinin kasamli bir agiklamasi heniiz
yapilamamistir (Zhu vd., 2015). Tuzlulugun bitkilerdeki olumsuz etkilerini
gidermede izlenecek olan yollardan biri topraklarda biriken tuzun yikanarak
uzaklagtirllmasidir. Fakat bu yol pahali olmasindan dolay1 pratik olmamaktadir. Bu
alanlarin degerlendirilmesinde daha ekonomik olan ikinci yol ise yiiksek tuz
tolaransh bitki varyetelerinin gelistirilmesidir (Khalid vd., 2001). Bu nedenle bazi
aragtirmacilar tohum ¢imlenmesi (Duan vd., 2008), fide biiyiimesi (Cavusoglu vd.,
2013, 2015) ve mitotik aktivite (Tabur and Demir 2009, 2010 a, b) {izerine
tuzlulugun olumsuz etkilerinin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi i¢in ¢esitli bitki

biiylime diizenleyicilerini kullanmiglardir.

Farkl1 bitki tiirlerinde tuzlulukla tesvik edilmis ¢ok sayida protein belirlenmistir. Bu
proteinleri, sadece tuzluluk kosullarinda biriktirilen tuz stresi proteinleri ve diger
abiyotik faktorlerce biriktirilen stresle ilgili proteinler olmak {izere iki gruba ayirmak
mimkiindiir (Ashraf ve Haris, 2004). Arpa, geltik ve aycigcegi gibi bitkilerin tuza
toleransli genotiplerinin daha yiiksek ¢oziilebilir protein igerigine sahip olduklar

gozlenmistir (Parvaiz ve Satyawati, 2008).

Giliniimiizde yaklagik olarak 250.000 bitki tiirtinden, 3000 kadar1 kullanilmakta olup,
bunlardan sadece 150 tiiriin diizenli olarak kiiltirii yapilmaktadir. Bugdaygiller
(Gramineae/Poaceae) familyasindan olan tahillar da kiiltire ilk alinan bitkilerdendir
ve yeryiiziinde ekilisi ve iiretimi en yiiksek iirlin grubunu olustururlar. Tahillar
grubunda yer alan bugday (Triticum), arpa (Hordeum), misir (Zea), geltik (Oryza),
darilar (Sorghum, Pancium, Seteria) ve kusyeminden (Phalaris) ilk dordii ‘Serin
Iklim Tahillarr’; digerleri ise ‘Sicak Iklim Tahillar1® ad1 altinda toplanmaktadir (Kiin,
1996).

Arpa, diinyada iiretim miktar1 agisindan misir, bugday ve piringten sonra en g¢ok
tiretilen tahil {irlinii olup arpanin % 65’1 hayvan yemi olarak, % 33’i maltlik olarak
bira ve viski yapimi ile biyodizel iiretiminde, % 2’si de insan besini olarak gida
endiistrisinde kullanilmaktadir. Cok kuru ya da ¢ok sulak olmayan her toprakta

yetisebilen arpa, soguga ve sicaga karsi olduk¢a dayanikli bir bitkidir. Diinya
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genelinde iiretim miktar1 bakimindan tahillar arasinda musir, bugday ve piringten
sonra 4. sirada yer alan arpa, Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra en ¢ok tiretilen tahildir

(Anonim, 2014).

Mitotik indeks yasayan tiim organizmalar i¢in kabul edilebilir bir sitotoksik ol¢iittiir
(Amer ve Ali, 1974). Sitotoksik seviye mitotik indeks oranindaki azalmayla
belirlenebilir. %50’den daha az orandaki azalmalar genelde subletal etkiyi ifade eder.
Eger mitotik indeks oranindaki azalma % 50°nin iizerine ¢ikarsa test organizmasi

tizerinde Oldiiriicii etkiye sahip olabilir (Amer ve Ali, 1974; Lazareve vd., 2003).

Topraktaki organik maddelerin ana maddesi humustur. Humusun en aktif
biyokimyasal maddesi ise humik asittir. Humik maddeler; bitkilerin ¢imlenmesini,
bliylimesini uyarict olarak bilinirler. Bitki zarlarinin igerisinden gegebilir, iz
elementlerinin bitki kokleri iginde tasinmasini kolaylastirir ve bitkilerde biiylime
hormonlarina benzeyen davranmislar sergileyebilirler (Chen vd., 2004; Akinci ve
Ongel, 2011). Bitkilerin su stresi ortamlarinda yetistirilebilmesi (Masciandaro ve ark.
2002), topraklarin tuzluluk seviyelerinin diistirilmesi (Gumuzzio vd., 1985),
metallerle kileyt baglar1 olusturularak agir metallerin toksik etkisini azaltmada

etkileri saptanmustir (Gerzabek ve Ullah, 1990).

Humik maddeler dogal hallerinde suda eriyebilirler ve biyolojik olarak aktif
degillerdir. Ancak bunlarin Na, K ve N elementleri ile olusturduklar1 tuzlar
(humatlar) eriyebilir ve biyolojik olarak aktiftirler (Eren vd., 2000). Coziintir humik
maddeler (baslica humik ve fulvik asitler) hayvansal ve bitkisel maddelerin
atiklarinin ve mikroorganizmalarinin biyolojik faaliyetlerinin par¢alanmasi sonucu

dogal olarak olusan organik molekiillerdir (Doulia vd., 2009).

Humik asitin bitki gelisimi ve beslenmesi, agir metal ve tuzluluk stresi {izerine
olumlu etkileri vardir (Tiifenkgi vd., 2006). Bir¢ok arastirmaci humik asitlerin bitki
biiyiimesi ve gelisiminde etkili oldugunu, diisiik miktarda uygulandigi zaman bitki
gelisimini olumlu yonde etkiledigini; fazla miktarda uygulandigi zaman ise gelisim
tizerinde etkisiz veya olumsuz etkilere sahip oldugunu belirtmiglerdir (Chain ve

Aviad, 1990; Padem ve Ocal, 1998).



Humik maddelerin, ¢gimlenme siirecinde tohum dokularindaki enzimatik aktiviteleri
arttirmak kosuluyla cesitli tiirlerin tohumlarinda c¢imlenmeyi tesvik ettigi,
¢imlenmenin oranini, kok ve siirgiin biiylimesini arttirdigi bildirilmistir (Rauthan ve
Schnitzer, 1981; Bujalski ve Nienow, 1991).

Bu tez galismasinda tuz stresi altinda ¢imlendirilen arpa (Hordeum vulgare cv.
‘Biilbiil 89”) tohumlarinda hiicre boliinmesi ve mitotik aktivite tizerine humik asitin
etkileri incelenmistir. Boylece humik asitin tuz stresini ne derece yenebileceginin,
hiicrelerin mitoz bdliinmeye girmesini tesvik edip etmediginin ve kromozomlarin
yapisinda ve davraniginda herhangi bir degisiklige neden olup olmadiginin bir dlgiide

acikliga kavusturulmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Toprak tuzlulugu tarimsal tiretimi sinrlayan en 6nemli ¢evresel streslerden biridir.
Tuzluluk, diinyanin kiiltiire edilen alanlarinin yaklagik %20’sini ve toplam diinya
alaninin % 6’dan daha fazla bir boliimiinii tehdit etmektedir (FAO 2015). Bu nedenle
bitki gelisimi ve verimliligini arttirmak i¢in tuz stresi ile miicadele etmek en oncelikli

konulardan biridir.

Dash ve Panda (2001), Phaseolus mungo L. tiirline ait tohumlarin ¢imlenmesi
boyunca tuz stresine bagli gelismelerini ve enzim aktivielerini incelemislerdir.
Arastirmacilar artan tuz miktarina bagli olarak ¢imlenme yiizdesi, kuru agirlik, kok
ve gdvde uzunlugunda azalma oldugunu; stres uygulandigi siire igerisinde prolin
iceriginde artig goriliirken, katalaz (CAT), peroksidaz (POX) ve polifenol oksidaz

(PPO) miktarlarinda azalma gézlendigini belirtmiglerdir.

Barakat (2003), hiicre béliinmesi ve gen ekspresyonu tizerine bazi vitaminler ile tuz
stresinin etkisinin incelenmesi adli ¢alismasinda, sogan (Allium cepa) kok ucu
hiicrelerinde tuz stresinin hiicre boliinmesini inhibe ettigini belirterek, yapmis oldugu
deneyde tuz konsantrasyonunun en yiiksek oldugu 250 mM’da mitotik indeksin sifir
oldugunu, 50-150 mM tuz konsantrasyonlarinin ise mitotik indeks iizerinde daha az
etki gosterdigini ileri siirmiistiir. Tuz stresinin bu olumsuz etkilerine kars1 kullanmig
oldugu Bg veya C vitaminleriyle, hiicre boliinmesi ve biiylimesini artirarak stresin

neden oldugu genetoksik etkinin onarildigini belirtmistir.

Yagmur vd. (2006), Tokak 157/37 arpa ¢esidinde (Hordeum vulgare L.) K,;SO4
uygulamasinin tuzlu ve tuzsuz kosullarda etkilerinin belirlemesini amaglamistir. Tuz
stresi sartlarinda toprak alti ve toprak {istii kuru agirliklari, ozmotik potansiyeli,
fotosentetik pigment igerikleri ve K+/Na+ oraninda tuzsuz sartlara gore
kiyaslandiginda azalma belirlemislerdir. Topraga uygulanan potasyumun Tokak
157/37 cesidinin toprak alti ve istii kuru agirhiklarini, ozmotik potansiyeli,
fotosentetik pigment iceriklerini ve K+/Na+ oranlarini arttirdigini, potasyum
uygulamasi bitki gelisimini O6nemli derecede etkileyerek tuzun negatif etkisini

azalttigin1 belirtmislerdir.



Cavusoglu ve Kabar (2008); tuzlu kosullar altinda ¢imlendirilen arpanin tohum
cimlenmesi ve fide biiylimesine gibberellik asit, benziladenin, etilen, triakantonol,
23-epibrassinolid ve poliaminlerin (kadaverin, putressin, spermidin, spermin) tek
basina ve kombinasyon halindeki etkilerin arastirmislardir. Yapilan arastirma
sonucunda tek basma biliyiime diizenleyicisi on uygulamalarmin biiyiik bir
cogunlugunun tuz stresinin ¢imlenme yiizdesi, radikula uzamasi ve taze agirlik
tizerindeki olumsuz etkisini ortadan kaldirmada basaril1 oldugunu; koleoptil ylizdesi

ve uzamasinda ise etkisiz kaldigini belirtmislerdir.

Tabur ve Demir (2008); tuzlu kosullar altinda ¢imlendirilen arpa (Hordeum vulgare
L. cv. “Biilbiil 89”) tohumlarmin kok uglarinda mitotik indeks ve kromozom
davraniglart  lizerine TRIA 6n uygulamasmin etkilerini  aragtirmiglardir.
Konsantrasyon artigina paralel olarak tuzun, 6nemli derecede mitotik indeksi azalttig1
ve kromozom anormalliklerine sebep oldugunu gozlemlemislerdir. TRIA 6n
uygulamasi tuz stresinin mitotik indeks lizerindeki engelleyici etkisini hafifletmekte
basarili olmamasima karsin, kromozom anormalliklerini biiyiik Ol¢lide azalttiginmi

belirtmislerdir.

Tabur ve Demir (2010a); tuz stresi altinda g¢imlendirilen arpa tohumlarinin kok
uclarinda baz1 biiylime diizenleyicilerinin  mitotik indeks ve kromozom
anormallikleri {lizerine etkisini incelemislerdir. Saf suda ve 20°C sabit sicaklikta
cimlendirilen arpa tohumlarina uygulanan gibberellik asit (GAgs), kinetin (KIN),
benziladenin ve etilenin (E) mitotik indeksi azalttigini, 6zellikle KIN ve E’nin agiri
derecede kromozom anormalligine neden oldugu belirtilmislerdir. GAz ve KIN 6n
uygulamasi, tuz stresinin neden oldugu mitotik indeksteki olumsuz etkiyi
tyilestirmede basarili olurken, biiyiime diizenleyicilerinin ¢ogunlugu da kromozom

anormalliklerini ortadan kaldirmistir.

Cesur ve Tabur (2011) ; tuzlu ortamlarda ¢imlendirilmis arpa (Hordeum vulgare L.
var. Tokak 157/37) tohumlarinda mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri
tizerine H,O; uygulamasmin etkilerini analiz etmislerdir. H,O,’in NaCl’iin mitotik
aktivite tlizerindeki zararli etkisini azaltmadigini, ayrica kontrol gruplarina kiyasla

daha yiiksek bir kromo-toksik etkiye sebep oldugunu belirtmislerdir.



Marakli vd. (2014); farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen arpa tohumlarinda
tohum c¢imlenmesi, hiicre bolinmesi ve antioksidant enzim sistemleri {izerine
homobrassinosteroidlerin potansiyel hafifletici etkisini arastirmislardir. 150 uM ve
250 uM tuz konsantrasyonlarinin arpada kok uzunlugunu, bir tohumdan ¢ikan kok
sayisini ve mitotik aktiviteyi azalttigini ve cesitli kromozom anormalliklerine sebep
oldugunu bildirmislerdir. {lave olarak bu tuz konsantrasyonlarinin protein igerigini

azalttigini ve enzim aktivitesini arttirdigini ileri stirmiislerdir.

DNA iizerinde yapilan sitofotometrik c¢alismalarda bitkilerdeki meristematik
hiicrelerin interfaz niikleusunda humik maddelerin DNA sentezinin miktarini
arttirdig1 goriilmiistiir. Bu olay G fazindaki hiicre sayisinin azalarak mitotik dongiide
G, faz1 ve S fazindaki hiicrelerin artmasiyla saglanmaktadir (Gorova vd., 2005).
Ayrica humik maddeler, yaygin olarak, o©zellikle kdk yapisini ve biiylime
dinamiklerini degistirerek bir bitki bliylime hizlandiricis1 olarak kabul edilmektedir

(Jindo vd., 2012; Canellas ve Olivares, 2014).

Poapst ve Schintzer (1976); humik asitlerin 25 ve 50 ppm arasinda degisen
konsantrasyonlarda besin c¢ozeltilerine ilave edildigi zaman, kok gelisimi igin

optimum etkide bulunduklarini belirlemislerdir.

Malik ve Azam (1985); humik asitin bugday bitkisinin gelisimine etkisini
arastirmiglardir. 4 farkli humik asit dozu (18, 36, 54, 72 mg/l) uygulamislar ve 54
mg/l humik asit uygulamasinin bugdayin kok uzunlugunu ve gévde kuru agirligini

artirdigin tespit etmislerdir.

Vaughan ve Malcolm (1985); Hoagland ¢ozeltisine humik asit ilavesinin bitki

gelisimini % 25 oraninda artirdigini belirtmislerdir.

Gichner vd. (1990) yapmis olduklar1 ¢aligmada Arabidopsis thaliana’da N-nitr6z

bilesiklerin mutagenik etkisinin humik asit tarafindan azaltildigini rapor etmislerdir.

Lulakis ve Petsas (1995); sultani ¢ekirdeksiz iiziim ¢esidinin kompostundan elde
edilen humik maddelerin domateste tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi {izerine

etkilerini incelemislerdir. Humik maddelerin 100-300 ppm dozlar, kok ve gdévde
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gelisimini olumlu yonde etkilerken, 1000-2000 ppm gibi yiiksek dozlarin gelisimi
engelledigini; humik maddelerin govde gelisiminden ¢ok kok gelisimini artirdigini

tespit etmiglerdir.

Erdal vd. (2000); topraga degisik dozlarda uygulanan humik asit ve fosforun kiregli
bir topraktaki misir bitkisi (Zea mays L.) gelisimi ile topraktaki fosforun yarayishilig
tizerine etkisini arastirmislardir. Topraga 4 dozda P (0, 20, 40, 80 mg/kg) ve 3 dozda
humik asit (0, 250, 500 mg/kg) uygulanmistir. Arastirma sonunda humik asit
uygulamalarinin bitki kuru agirligini, bitki P konsantrasyonunu, bitki tarafindan
alman P miktar ile toprakta kalan yarayish P konsantrasyonunu artirdigi
belirlenmistir. Ayrica humik asitin P ile birlikte uygulanmasi durumunda tek basina

uygulanmasindan daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Ferrara vd. (2000) humik asit ve fulvik asidin, mutagenik bir etkiye sahip olan
maleik hidralaz ile muamele edilmis Vicia faba kok uglarindaki antimutagenik ve /
veya desmutagenik aktivitelerini degerlendirmislerdir. Sonug olarak hem humik asit
hem de fulvik asidin agik bir sekilde desmutagenik bir aktivasyon gosterdiklerini

ancak antimutagenik etki gostermediklerini ileri siirmtslerdir.

Nardi vd. (2002); bitki gelisimi ve metabolizmasinin bazi yonleri iizerine humik
maddelerin fizyolojik etkileri hakkinda yapmis olduklar1 g¢alismalarinda, humik
maddelerin hormon benzeri bir aktivite gosterdiklerini ve bitki hiicrelerinin biiyiime

ve geligsmesi lizerinde tesvik edici bir etkiye sahip olduklarini ileri siirmiislerdir.

Tiirkmen vd. (2004); humik asit uygulamalarinin domates bitkisinde ¢imlenme

tizerine olumlu etki yaptigini belirlemislerdir.

Gustavino vd. (2005) sodyum hipoklorit (NaClO), klorindioksit (ClO;) veya
parasetik asit (CH3COO,H, PAA) ile dezenfekte edilen igme suyuna in vivo olarak
maruz birakilan Cyprinus carpio baliginin eritrositleri tizerine standart humik asitin
potansiyel genotoksik etksini ¢alismiglardir. Humik asitin klorlu bilesiklerin toksik

etkisine kars1 koruyucu rolii oldugunu rapor etmislerdir.



Kaya vd. (2005); ekmeklik bugdaya humik asit uygulamasimnin bitki boyunda
azalmaya, basak uzunlugunda artisa, basakta tane sayisinda ve tane agirliginda artisa

sebep oldugunu belirlemislerdir.

Khaled ve Fawy (2011); cesitli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen misir bitkisinin
gelisimi ve bazi mineral besinlerin alinimi {izerine humik maddelerin yapraklardan
ve topraktan uygulanmasinin etkilerini incelemislerdir. Humusun topraktan
uygulanmasi N alinimini arttirirken, humik asitin yapraklara uygulanmasi P, K, Mg,
Na, Cu ve Zn alinimini arttirmistir. Sonug olarak, tuz stresi altinda humik maddelerin
hem toprak hem de yapraktan uygulanmalarinin ilk dozlari besin alinimini énemli

Olgiide arttitmustir.

Asik vd. (2012); tuzlu ve kiregli toprak kosullarinda yapraktan humik asit
uygulamasinin bugday bitkisi gelisimi ve bazi besin elementlerinin alimi {izerine
etkisini arastirmislardir. Kontrol (HO), % 0,1 (H1) ve % 0,2 (H2) diizeylerinde
yapraktan uygulanan humik asit, bitkinin kaldirdig1 K, Mg, Fe ve Cu miktari iizerine
istatistiksel olarak dnemli diizeyde etki yapmistir. Hem tuz hem kire¢ uygulamasinda
bitkinin kuru agirlik ve bitki besin maddesi alimi azalmistir. Ancak humik asit
uygulamalarinin % 0,1 uygulama diizeyi kontrole gore bitki geligsimi ve bitki besin

maddesi alimini artirdigini belirlemislerdir.

Feretti vd. (2012) yeralt1 ve yiizey i¢cme sularinin dezenfektasyonu sirasinda
kullanilan kimyasallarin (C102, NaClO ve PAA) genotoksik etkisi iizerine humik
asitin etkisini ¢esitli bitki testlerini (Allium cepa testi, Tradescantia ve Vicia faba
mikroniikleus testi) kullanarak incelemislerdir. Test edilen dezenfektanlarin hepsi
genellikle igme suyunda mevcut olan miktar kadar organik maddelerin varliginda
bile bitki hiicrelerinde klastogenik/aneugenik etkiye sebep olmustur. Arastirmacilar
Allium cepa testinin dezenfektanli humik asit ile olusan mutagenik etkiye daha
hassas oldugunu fakat humik asitin tek basmna bile mitotik indeksi azalttigini ve

genotoksik etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Turan vd. (2012); tuzlu kosullarda yetistirilen misir bitkisinin gelisimi ve bazi bitki
besin elementlerinin alimi {izerine yapraktan uygulanan humik asidin etkilerini

aragtirmiglardir. Tuzlu kosullarda yapraktan uygulanan humik asidin bitki kuru
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maddesini, bitkinin topraktan kaldirdigt N, P, K, Mg, Cu ve Zn miktarlarini

arttirdigin1 belirlemislerdir.

El-Bassiouny vd. (2014); humik asit ve nikotinamid ile muamele edilen bugday
bitkisinde tiim morfolojik kriterlerin (bitki agirligi, yaprak sayisi, taze ve kuru
agirlik), metabolizmanin (fotosentetik pigment, total ¢oziilebilir seker miktari, total
karbonhidrat, total aminoasit ve prolin), mineral igeriginin (N, P, K, Ca ve Mg) ve

irlinlin (tane, saman ve biyolojisi) 6nemli derecede arttigini rapor etmislerdir.

Sivananthi ve Paul (2014) ¢alismalarinda humik asitin diisiik konsantrasyonlarda bile
misir (Zea mays) koklerinin uzamasina ve yan koklerin sayisindaki artisa neden
oldugunu belirterek humik asitin bir bitki biiyiime diizenleyicisi olma ihtimalini

vurgulamislardir.

Yukarida da belirtildigi gibi, humik asitin gerek normal gerekse tuzlu sartlarda
tohum ¢imlenmesi, fide biiylimesi, kok gelisimi, mineral besin alinimi, enzim
aktivitesi, protein sentezi ve bazi metabolik degisiklikler iizerine etkisi ile ilgili
bir¢ok arastirma yapilmistir. Ancak humik asitin ¢esitli kimyasallarin genotoksik
etkisine karsi koruyucu rolii ile ilgili ¢alismalar olduk¢a smirlidir. Ozellikle tuz
stresine karsi humik asitin mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri tizerindeki

etkisi hakkinda mevcut ¢alismaya rastlanilmamaistir.

10



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Tohum

Deneylerde, Ankara Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan temin edilen arpa
(Hordeum vulgare L., cv ‘Biilbiil 89°) tohumlari kullanilmigtir. Arpa tohumlari
kullanilmadan 6nce yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Bunun igin tohumlar
%1°lik sodyum hipokloritte 10 dakika tutulduktan sonra bes defa saf su ile yikanip
filtre kagitlar1 izerinde oda sicakliginda kurutulmustur (Baltepe ve Mert, 1973).

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan tuz (NaCl) ve humik asit Merck firmasindan saglanmuistir.
Deneylerde konsantrasyonlari bir 6n ¢aligma sonucu belirlenen 0.25, 0.30 ve 0.35 M
(molar) tuz ¢ozeltileri kullanilmigtir. Tuz ¢6zeltileri gerekli miktarda tuzun saf suda
¢ozlindiiriiliip litreye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Deneyde konsantrasyonu bir
on calisma sonucu saptanan 28 mg/L’lik humik asit kullanilmigtir. 28 mg/L’lik
humik asit konsantrasyonunun tuz stresinin ¢imlenme iizerindeki olumsuz etkisini
indirgeyerek ¢imlenmeyi tesvik ettigi bulunmusur. Humik asitten bir litre stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla gerekli miktarda humik asit hassas terazide

tartildiktan sonra saf su ile ¢oziimlendirilip litreye tamamlanmstir.

3.3. ilk islem Cézeltisinin Hazirlanmasi

Sitogenetik calismalar i¢in ilk islem ¢dzeltisi olarak doymus paradiklorbenzen
cozeltisi kullamilmustir. Cozelti, igerisinde 500 ml distile su bulunan agzi mantar
kapakli bir sise igerisine, 10 gr paradiklorbenzen kristalinin konularak bu karisimin

60°C’ye ayarli etiivde bir gece bekletilmesi suretiyle hazirlanilmistir (Elgi, 1982).

3.4. Tespit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sitogenetik calismalarda tespit ¢ozeltisi olarak asetik alkol kullanmilmistir. Cozelti,
McLean ve Cook (1941) ve Sass (1951)’in metoduna gore; 1 kisim glasiyel asetik

asidin, 3 kisim absolii alkol ile karistirilmasi sonucu hazirlanmistir (Elgi, 1982).
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3.5. Boyanin Hazirlanmasi

Mitoz boliinme ve kromozomlarin iyi bir sekilde goriilebilmesini saglamak igin
yapisinda kristal halde fuksin bazik bulunan Feulgen boyasi kullanilmistir. Feulgen

boyast El¢i (1982)’nin metoduna gore asagidaki sekilde hazirlanmistir.

» 1 gr kristal haldeki fuksin bazik alinarak 8 cm ¢apinda bir saat cami igerisinde
ezilmistir.

» 500 ml’lik bir erlenmayere ezilerek toz haline getirilmis fuksin bazik kabin
etrafina bulastirilmadan konulmustur.

» Bagska bir erlenmayerde 200 ml distile su kaynatilmistir.

» Toz halindeki fuksin bazik lizerine kaynatilmis olan distile su yavas yavas
dokiilerek siirekli karigtirilmistir.

» Boyanm sicakligit 50°C’ye disiiriiliinceye kadar karistirilmaya devam
edilmistir.

» Boyaya 20 ml HCl ilave edilerek filtre kagidi yardimiyla siiziilmiistiir.

» Siiziilen boyaya 2 gr potasyum metabisiilfit (K2S,03) ilave edilerek 2 dakika
boyunca karistirilmaya devam edilmis ve daha sonra boya kapakli bir siseye
konularak 24 saat buzdolabinda bekletilmistir.

3.6. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Cimlenme deneyleri 20°C’ye ayarli etiivde yapilmistir. Oncelikle yeterli sayida,
dolgun goriiniislii, saglam ve birbirine benzer biiylikliikteki tohumlar seg¢ilmistir.
Daha sonra tohumlar belirli hacimdeki (50 ml) saf suda ve 28 mg/L humik asit
¢ozeltisinde 24 saat oda sicakliginda 6n uygulamaya tabi tutulmustur. Bekletilen
tohumlar oOnceden otoklavda sterilize edilmis icinde kontrol ve tuz
konsantrasyonlarinin bulundugu 12 cm ¢apl petrilere diizenli olarak yerlestirilmistir

(Cavusoglu, 20006).

3.7. Kok Uclarimin Elde Edilmesi

Her bir uygulama grubu i¢in ¢imlendirilen tohumlarin kok uglar1 0,5 — 1 cm uzunluga

ulasinca kesilerek kiigiik siselere alinarak paradiklorbenzen ile 4 saat siireyle ilk
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isleme tabi tutulmustur. Daha sonra kok uglari asetik alkol (1:3) tespit ¢ozeltisinde 24
saat bekletilmistir. Tespit isleminden sonra kok uglari preparat hazirlanmasi ve
incelenmesi i¢in kullanilmak iizere igerisinde %70’lik alkol bulunan kiigiik siselere

alinarak +4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Hill ve Myers, 1945).

3.8. Boyamanmin Yapilmasi

%70’1lik alkolden c¢ikartilan kok uglart birkag kez musluk suyunda yikanmustir.
Yikama sonrasi kok uglart 1 N HCI igerisinde 60°C’ye ayarli 18 dakika etiivde
hidroliz edilmistir. Hidroliz islemi sonras1 kok uglar tekrar musluk suyuyla yikanip
1,5-2 saat kadar Feulgen igerisinde bekletilmistir. Daha sonra boyamanin daha iyi

olmasi i¢in kok uclar1 15 dakika musluk suyunda yikanmistir (Elgi, 1982).

3.9. Preparatlarin Hazirlanmasi

Preparat hazirlamak i¢in; %45°lik asetik asitten bir damla lam iizerine konulup,
keskin bir jiletle kok ucunun koyu renk almis olan 1- 2 mm’lik u¢ kismi kesilmistir.
%45°1ik asetik asitten ok uclu igne yardimiyla bir damla alinarak kesilen kdk ucu
lizerine getirilmis ve daha sonra kok ucu bu damla icerisinde jilet yardimiyla
parcalanmistir. Bu pargaciklarin iizerine lamel kapatilarak bir elin bagparmagiyla
lamel oynatilmadan tutulup diger el ile kursun kalemin arka kismiyla lamele hafifce
vurulmustur. Boylece hem hiicrelerin daha 1yi dagilmasi saglanilmis hem de hiicreler
yassilastirilarak mitotik evrelerin goriiniimii kolaylastirilmistir. Preparatin iginde
kalan hava kabarciklarin1 gidermek icin, lamelin kenarina %45°1ik asetik asit
damlatilmis ve bu damla lamelin kenarinda dolastirilarak kabarcikliklar
giderilmistir. Fazla asit kurutma kagidi ile ¢ekilmistir. Daha sonra preparat kurutma
kagidi arasina konularak lamelin her tarafina ayni sekilde temas edecek sekilde
bagparmak ile kuvvetlice bastirilmistir. Boylece pargaciklarin tek bir hiicre tabakasi

haline gelmesi saglanmistir (Elgi,1982)

3.10. Devamh Preparatlarin Hazirlanmasi

Hazirlanan preparatlarin devamli hale getirilmesinde, hiicrelerin oldugu gibi

muhafaza edilebilmesi icin lam ve lamelin birbirinden ayrilmamasi gerektiginden
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alkol buhar1 degis-tokus yontemi kullanilmistir. Bunun icin salelerin i¢ kismi ve
kapagin i¢ tarafina kurutma kagid1 yerlestirilmistir. Kapaga ve kapagin i¢ kisimlarina
yerlestirilen kurutma kagitlar1 absolii alkol ile nemlendirilmis ve kabin dip
kisimlarina 3-4 mm absolii alkol konulmustur. Alkol buharinin ugmasini énlemek

icin kabin agzina ve kapagin etrafina vazelin siirtilmustiir.

Devamli yapilmak istenen preparatlara, gerekli bilgilerin yazili oldugu etiketler
yapistirilmistir. Preparatlar, anlatilan sekilde hazirlanan salelere konulmus ve bir
gece +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi giin buradan ¢ikarilan preparatlar,
icine ve kapagina absolii alkol ile nemlendirilmis filtre kagid1 yerlestirilmis olan petri
kutularmma konulmustur. Lamelin iki kenarina birer damla kanada balzami
damlatilmis ve damlalar lamelin {i¢ kenarin1 kapatacak sekilde yayilmistir. Boylece

kurutulan preparatlar, devamli preparat haline gelmistir (El¢i, 1982).

3.11. Veri Analizlerinin ve Istatistiksel Degerlendirmelerin Yapilmasi

3.11.1. Mitotik indeksin belirlenmesi

Hazirlanan preparatlar mikroskopta 100X biiyiitmede incelenmis ve her bir tuz
konsantrasyonu igin 3 tekrar yapilarak yaklagik 3000 hiicre sayilmigtir. Daha sonra

mitoz boliinmedeki hiicreler sayilip mitotik indeks;

Mitozdaki Hiicre Sayisi
Mitotik Indeks =

Toplam Hiicre Sayisi

formiiliiyle belirlenmistir.
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3.11.2. Mitoz anormalliklerinin belirlenmesi

Preparatlarin mikroskobik gozlemleri sirasinda mitozun tiim evrelerinde meydana

gelen kromozom anormalliklerine dikkat edilerek,

Anormal Hiicre Sayisi

Kromozom Anormallikleri = X 100

Mitozdaki Hiicre Sayisi

formiiliiyle belirlenmistir.

Kromozom anormalliklerinin resimleri Olympus CX-41 arastirma mikroskobunda

100X biiytlitme ile ve C-5060 WZ marka fotograf makinesi ile ¢ekilmistir.

3.11.3. Istatistiksel degerlendirme

Tiim parametrelerle ilgili istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 programi kullanilarak

Duncan’s (1955) multiple range testine gore gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Humik maddelerin, ¢imlenme siirecinde tohum dokularindaki enzimatik aktiviteleri
arttirmak kosuluyla cesitli tlirlerin tohumlarinda c¢imlenmeyi tesvik ettigi,
¢imlenmenin oranini, kok ve siirgiin biiylimesini ayrica bitkilerin meristematik
hiicrelerindeki DNA sentez miktarini arttirdigi bilinmektedir (Rauthan ve Schnitzer,
1981; Bujalski ve Nienow, 1991; Gorova vd., 2005). Fakat humik asidin o6zellikle
hiicre boliinmesine etkisi (Feretti vd., 2012) ve ¢esitli stres sartlarinin genotoksik
etkisi tlizerine humik maddelerin rolii hakkindaki ¢alismalar (Gichner vd., 1990;
Ferrara vd., 2000; Gustavino vd., 2005) oldukg¢a sinirlidir. Bu nedenle hem normal
hem de tuz stresi altinda ¢imlendirilen arpa tohumlarinda humik asidin mitotik
indeks ve kromozom davraniglar1 tizerindeki etkilerini incelemek ve bunlari

birbirleriyle karsilastirmak amaciyla bu tez ¢alismasi diizenlenmistir.

4.1. Saf Su Ortaminda Humik Asit On Uygulamasinin Mitotik Indeks ve

Kromozom Anormallikleri Uzerine Etkileri

Materyal ve yontem boliimiinde belirtildigi gibi 28 mg/L humik asitle 6n
uygulamaya tabi tutulan arpa tohumlar1 20°C’de saf su ortaminda ¢imlenmeye
birakilmigtir. Cimlenmis tohumlardan elde edilen kok uglart ile preparatlar
hazirlanmistir. Bu preparatlarda yapilan hiicre sayim islemleri sonucunda hesaplanan

mitotik indeks degeri Cizelge 4.1.1°de verilmistir.

Humik asit 6n uygulamasina tabi tutulan arpa tohumlart ile sadece saf su (K, kontrol)
ortaminda ¢imlendirilen arpa tohumlarinin mitotik indeksi karsilastirildiginda, humik
asit uygulamasinin mitotik indeksi %70 oraninda tesvik ettigi tespit edilmistir. Diger
bir ifadeyle, humik asit 6n uygulamali tohumlarin mitotik indeksinin kontrol
tohumlarina gore oldukg¢a yiiksek bir degere sahip oldugu sonucuna varilmistir

(Cizelge 4.1.1.).
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Sekil 4.1.1. Saf su ortaminda ¢imlendirilen arpa tohumlarinin kdk ucu merigtemlerindeki
normal mitoz evreleri. a) Profaz, b) Metafaz ¢) Anafaz d) Telofaz. Olgek 10 pm

Yapilan incelemeler sonucunda saf su ortaminda ve 20°C’de ¢imlendirilen kontrol
grubu arpa tohumlarinin hiicrelerindeki kromozom yapilarinda istatistiksel olarak
Oonemsiz sayilabilecek diizeyde anormallige rastlanilmis ve genellikle mitoz

boliinmenin tiim evreleri normal sekilde gozlemlenmistir (Sekil 4.1.1.)

Kromozom anormalliklerini belirlemek iizere gerek kontrol grubu gerekse humik asit
On uygulamasina tabi tutulan arpa tohumlarinin kék ucu hiicrelerindeki kromozom
anormalliklerinin yiizde oran1 Cizelge 4.2.1°de verilmistir. Humik asit o6n
uygulamasiyla kromozom anormalliklerinin yiizdesinde istatistiksel olarak 6nemli bir
artis gozlenmistir. Kontrol tohumlarinda anormallik orani %0,04 iken humik asit 6n

uygulamali tohumlarin anormallik oran1 % 0,421 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1.1. Humik asit 6n uygulamasindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki
NaCl'lii ortamda ¢imlendirilen arpa tohumlarinda mitotik indeks

degerleri
Mitotik indeks
Tuz Konsantrasyonu Kontrol 28 mg/L
(Molar)
0,0 0,196+0,13° 0,279+0,04°
0,25 0,195+0,03° 0,177+0,03%
0,30 0,187+0,01%° 0,187+0,02°
0,35 0,184+0,03™° 0,125+0,02%

* Her bir parametre siitununda ayni harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde
Onemsizdir. + Standart sapma
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Humik asit ile 6n uygulamaya tabi tutulan ve saf su ortaminda ¢imlendirilen arpa
tohumlarindan alinan kok wuglariyla hazirlanan preparatlarda gozlenen cesitli
kromozom anormallikleri Sekil 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3 ve 4.2.4’te belirtilmistir. Tek
basina humik asit uygulamasi sonucu siklikla fragment olusumu, geri kalmis
kromozom, pargalanmig ekvatoryal plak, anafaz ve telofazda koprii, anafaz ve

telofazda yanlis kutuplasma seklinde anormallikler gozlenmistir.

4.2. Cesitli Tuz Konsantrasyonlarinda Humik Asit On Uygulamasiin Mitotik

indeks ve Kromozom Anormallikleri Uzerine Etkileri

Tuz stresi altinda ¢imlendirilen arpa tohumlarinin, mitotik indeks degerine humik
asidin etkinlik derecesini belirlemek amaciyla yapilan bu c¢alismadan elde edilen

mitotik indeks degerleri Cizelge 4.1.1 *de verilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda arpa tohumlarmin mitotik indeks degeri tuz
konsantrasyonunun artisina paralel olarak kismen azalma gostermistir. Saf su
ortaminda (K, kontrol) ¢imlendirilen arpa tohumlarinin mitotik indeksi 0,196 iken,
0,25 M tuz konsantrasyonunda 0,195; 0,30 M tuzlulukta 0,187 ve 0,35 M tuzlulukta
0,184 olarak tespit edilmistir. Yani artan tuz konsantrasyonu arpa tohumlarinin
mitotik indeksini istatistiksel olarak pek fazla etkilememis olmakla birlikte sayisal
acidan kismen de olsa olumsuz yonde etkilemistir. Calisilan en yiliksek tuz
seviyesinde (0,35 M) mitotik indeks en diisiik seviyeye ulagmistir.

Tuz stresinin olmadig1 humik asit uygulamali tohumlar saf su ortaminda (kontrol 0,0)
¢imlendirilen tohumlarla kiyaslandiginda, humik asitin mitotik indekste istatistiksel
olarak oldukg¢a 6nemli bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Yani 28 mg/L humik asit
ilavesi mitotik indeksi %70 oraninda arttirmistir. Ancak humik asit 6n uygulamasi
artan tuz konsantrasyonlariyla birlikte mitotik indeksin 6nemli derecede azalmasina
neden olmustur. En diisikk mitotik indeks (0,125) degeri 0,35 M tuzlulukta

gozlenmistir.

Genel olarak humik asit 6n uygulamasindan sonra farkli tuz konsantrasyonlarda
¢imlendirilen tohumlarin mitotik indeksi ile saf su 6n uygulamasindan sonra ayni tuz

konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen tohumlarinki karsilagtirildiginda, tuzlulukla
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birlikte humik asit 6n uygulamasimin 0.25 M ve 0.35 M tuzlulukta mitotik indeksi
daha ¢ok azalttig1, 0,30 M tuzlulukta ise kendi kontrol grubuyla ayn1 degerde oldugu

tespit edilmistir.

Tuzlu kosullar altinda c¢imlendirilen arpa tohumlarmin kromozom anormallik
yiizdesine humik asidin etkinlik derecesini belirlemek amaciyla yapilan sitolojik
incelemeler sonucunda elde edilen kromozom anormallik yiizdeleri Cizelge 4.2.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.2.1. Humik asit 6n uygulamasindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki
NaCl'lii ortamda ¢imlendirilen arpa tohumlarindaki kromozom
anormallik yiizdeleri

Kromozom Anormalligi (%)

Tuz Konsantrasyonu Kontrol 28 mg/L
(Molar)
0,0 0,04+0,18° 0,421+0,05%
0,25 0,250+0,27° 0,229+0,01%
0,30 0,350+0,07° 0,304+0,15
0,35 0,589+0,05° 0,04+0,04°

* Her bir parametre siitununda aynmi harfle gosterilen degerler arasindaki fark (p < 0,05) diizeyinde
Onemsizdir. + Standart sapma

Artan tuz konsantrasyonlarina paralel olarak arpa tohumlarinin kék ucu hiicrelerinde
olduk¢a yiiksek oranda kromozomal anormallikleri ortaya c¢ikmustir. Saf su
ortaminda ¢imlendirilen kontrol tohumlarinda istatistiksel olarak goz ardi
edilebilecek bir kromozom anormalligine rastlanirken, 0.25 M tuzlulukta 0,250; 0.30
M tuzlulukta 0,350 ve 0.35 M tuzlulukta 0,589 oraninda giderek artan kromozom
anormallikleri  kaydedilmistir.  Diger bir ifadeyle, c¢alisilan tim tuz
konsantrasyonlarinda goriilen kromozom anormalliklerinin kontrol grubuna gore
olduke¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. En yiiksek tuz konsantrasyonunda (0,35 M)

kromozom anormalliklerinin yaklasik olarak % 60 oraninda arttig1 tespit edilmistir.

Ayrica tek basina humik asit uygulamasina tabi tutulan tohumlar ile saf su ortaminda
¢imlendirilen tohumlar karsilastirildiginda, humik asit 6n uygulamasmin % 42
oraninda arpa kok ucu hiicrelerindeki kromozom anormalliklerinin artmasina sebep

oldugu goriilmistiir. Ancak humik asit ile muamele edildikten sonra farkli tuz
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konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen tohumlarin kromozom anormallik yiizdeleri,
sadece humik asit ile muamele edilen tohumlarin yilizdesinden istatistiksel agidan
oldukca onemli sayilabilecek derecede bir azalma gostermistir. En 6nemli derecede
azalmayi ise en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 0,35 M tuzlulukta gostermistir. Bu
degerler sadece farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen tohumlarin yiizdeleri
ile karsilagtinldiginda, humik asit ©6n uygulamasi c¢alisilan tim tuz
konsantrasyonlarinda; tuz stresinin bu parametre iizerine olumsuz etkisini
hafifletmekte oldukca basarili olmustur. Diger bir ifade ile kromozom anormallik
yiizdesi 0.25 M tuz konsantrasyonunda 0,250 iken, humik asit 6n uygulamasiyla
0,229’a, 0.30 M tuz konsantrasyonunda 0,350 iken, 0,304’¢ ve 0.35 M tuz
konsantrasyonunda 0,589 iken, 0,04’e indirgenmistir (Cizelge 4.2.1.). En yiiksek tuz
konsantrasyonunda (0,35 M) humik asit uygulamasi tuz stresinin olumsuz etkisini
onemli derecede azaltarak saf su ortaminda ¢imlendirilen tohumlarla ayni anormallik

yiizdesine (0,04) ulagsmustir.

Sitolojik incelemeler sonucunda tiim uygulama gruplarina ait en sik rastlanan
kromozom anormallikleri; mikroniikleus, graniilasyon, diizensiz profaz, par¢alanmis
ekvatoryal plak, yapisik kromozomlar, sarmallanamamis kromozomlar, fragment
olusumu, geri kalmis kromozomlar, anafaz ve telofazda koprii, vagrant kromozom ve
yanlis kutulagsmalar, alignment anafaz ve telofazda uzaklagsmis kutuplar olarak tespit

edilmistir.

20



d € f
& i s
©Cavusoglu (255)

Sekil 4.2.1. Humik asit 6n uygulamasindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda

¢imlendirilen arpa tohumlarinin kdk ucu meristemlerindeki profaz oncesi ve profazda

gozlenen kromozom anormallikleri a,b) Mikroniikleus; c,d,) Graniilasyon; e,f) Diizensiz
profaz. Olgek 10 pm
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Sekil 4.2.2. Humik asit 6n uygulamasindan sonra ¢esitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda

cimlendirilen arpa tohumlarinin kok ucu meristemlerinde gozlenen metafaz

anormallikleri a,b,c) Yapisik kromozomlar; d,e) Pargalanmig ekvatoryal plak; f,g)

Sarmallanamamis kromozomlar; h,1) Fragment olusumu. Olgek 10 um
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Sekil 4.2.3. Humik asit 6n uygulamasindan sonra gesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda

¢imlendirilen arpa tohumlarinin kok wucu meristemlerinde gozlenen anafaz

anormallikleri a,b,c) Anafazda koprii; d,e) Geri kalmig kromozom (oklar); f) Anafazda

yanlis kutuplasma; g) Anafazda vagrant kromozom (ok); h, 1) Alignment anafaz. Olgek
10 um
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Sekil 4.2.4. Humik asit 6n uygulamasindan sonra cesitli konsantrasyonlardaki NaCl’lii ortamda
¢imlendirilen arpa

tohumlarinin  kdk ucu meristemlerinde go6zlenen telofaz

anormallikleri a,b,c) Telofazda yanhs kutuplagsma; d) Telofazda koprii; e) Telofazda
uzaklasmis kutup; f) Telofazda vagrant kromozom (0k). Olgek 10 pm
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu calismada humik asidin hem normal hem de tuz stresi altinda ¢imlendirilen arpa
tohumlarmin kok ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve kromozom davranislari

lizerine etkileri karsilastirmali olarak aragtirilmastir.

Kromozomlarla ilgili caligmalarda, hiicre boliinmesi ve kromozom anormalliklerinin
belirlenmesi i¢in degisik metotlar kullanilmaktadir. Hiicre boliinmesi sirasinda
boliinmeyi kontrol edebilecek 8-hidroksikinolin (Rousi, 1961), a-monobromonaftalin
(Kuta, 1980; El¢i, 1982), paradiklorbenzen (El¢i, 1982; Sharma ve Gupta, 1982;
Tabur vd. 2002), kolkisin (Guidetta Roti-Michelozzi, 1986; Terziiski ve Dimitrov,
1983) ve erimekte olan buz (Ladizinsky ve Hadassa, 1984; Maxted vd., 1991) gibi 6n
uygulama ¢ozeltilerinin kullanildig1 bilinmektedir. Calismamizda 6n uygulama igin
El¢i (1982), Sharma ve Gupta (1982) ve Tabur vd. (2002)’nin uyguladig1 metot esas

alinarak paradiklorbenzenin doymus ¢ozeltisi kullanilmistir.

Feulgen ile yapilan boyamalarda kromozomlarin optimum boyayi1 almasindaki en
onemli noktalardan birisi olan hidrolizin; 6zellikle dokularin birbirinden ayrilarak
hiicrelerin daha iyi gozlemlenebilmesi i¢in dnemli oldugu belirtilmistir (El¢i, 1982).
Hidroliz i¢in zaman, sicaklik ve hidrolizde kullanilan HCl’nin konsantrasyonu
onemlidir. Yine hidroliz siiresi de materyale gore degisiklik gosterdiginden ¢ok iy1
zamanlama yapilmasi gerekmektedir. Calisma materyalimiz i¢in hidroliz siiresinin
60°C’de 1 N HCI igerisinde 18 dakika bekletilmesinin (Fox, 1969) uygun oldugu

goriilmiistiir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda; humik maddelerin, ¢imlenme siirecinde tohum
dokularindaki enzimatik aktiviteleri arttirmak kosuluyla cesitli tiirlerin tohumlarinda
¢imlenmeyi tesvik ettigi (Rauthan ve Schnitzer, 1981; Bujalski ve Nienow, 1991)
konusunda birka¢ c¢alismalar olmasina ragmen o6zellikle tuzlu kosullar altinda hiicre
boliinmesi ve mitotik indeks ftizerine etkileri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle humik asidin stres kosullar1 altinda bu parametreler
tizerindeki etkilerine ge¢meden oOnce 20°C’de saf su ortaminda ¢imlendirme

esnasindaki etkilerinin karsilagtiritlmasi uygun bulunmustur.
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Arastirma bulgular1 boliimiinde 4.1. alt baghig altinda da goriildiigii gibi humik asit
ile 6n muamele yapilmamis (K, kontrol) arpa tohumlarinin mitotik indeks degeri
0.196 iken, humik asit 6n uygulamali tohumlarda bu deger 0,279 olmustur. Diger bir
ifade ile tek basina humik asit 6n uygulamasi kontrol grubuna gore mitotik indeksin
% 70 oraninda artmasima sebep olmustur (bkz ¢izelge 4.1.1.). Literatiir
aragtirmalarimizda humik asitin mitotik aktivite ilizerine etkisi ile ilgili yeterli
calismaya rastlanilmamistir. Bununla birlikte Feretti vd. (2012) tek basina humik
asit uygulamasimin calismis olduklar1 her iki solisyonda da (12,5 mg/L ve 37, 5
mg/L) mitotik indeksi azalttigini ileri sirmiiglerdir. Aragtirmacilarin bulgularindaki
bu farklilik calisilan bitki tiiri veya kullanilan humik asit konsantrasyonundan
kaynaklanmig olabilir. Ayrica Gorova vd. (2005)’nin humik maddelerin bitkilerdeki
meristematik hiicrelerde DNA sentez miktarini arttirdigi konusunda elde etmis

oldugu veriler bulglarimiz1 desteklemektedir.

Sitolojik incelemeler sonucunda, saf su ortaminda ¢imlendirilen arpa tohumlarinda
gozlenen kromozom anormallikleri istatistiksel olarak 6nemli olmamasina (0,04)
karsin, humik asit (28 mg/L) 6n uygulamali tohumlarda cesitli tiplerde kromozom
anormalliklerine rastlanmigtir. Tek basina humik asit uygulamasi kromozom
anormalliklerinin oranini saf suya gore % 42 arttirmistir (bkz cizelge 4.2.1.). Bu

bulgumuz Feretti vd. (2012)’nin bulgular1 ile uygunluk géstermektedir.

Bu ¢alismanin sonucunda, tek basina humik asit 6n uygulamasinin saf su ortaminda
¢imlendirilen arpa tohumlarinda mitotik indeks degerini arttirdigir fakat kromozom

anormallikleri iizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikartilmistir.

Toprak tuzlulugu, bitki biiylime ve gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Diinya
tarim alanlarinin yaklagik % 20°si tuzlanma tehlikesi altindadir (Zhu, 2001).
Bilindigi gibi tuzlu kosullar, halofit bitkilerde bile, genellikle biiylime ve gelismeyi
olumsuz yonde etkilemektedir. Yani tuzlu kosullarda genellikle ¢imlenme
engellenmekte, bliylime hizi yavaslamakta ve verim azalmaktadir. Bazi hallerde ise
bitki, hayat devresini tamamlayamadan Olmektedir (Gill ve Singh, 1985;
Schmidhalter ve Oertli, 1991).
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Al- Karaki (2001) ve Ghoulam ve Flores (2001); yapmis olduklari g¢alismada
tuzlulugun biiyiime ve gelisme iizerine etkisinin iki sekilde oldugunu belirtmislerdir.
Bunlardan birincisi tuzun ortamda olusturdugu ozmotik basingtan dolay:
¢imlenebilmesi i¢in gerekli olan suyun alinamamasi (ozmotik etki), ikincisi ise tuz
iyonlarmin embriyo ya da fideler icin toksik etki (iyon etkisi) yaparak biiylime ve
gelismesini engellemesidir. Bu iki mekanizmanin diginda da tuz stresi bitki biiylime
ve gelismesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bunlarin i¢inde literatiirde en sik

rastlananlar ise sunlardir;

e Tuz, mitoz boliinmeyi engelleyerek ¢cimlenmeyi durdurabilir (Tabur ve Demir
2009, 2010; Cesur ve Tabur 2011) ve iirlin verimliligini azaltabilir (Ahmad
ve Prasad, 2012 a, b).

e DNA, RNA ve protein sentezini engellemek suretiyle biiyiime ve gelismeyi
olumsuz ydnde etkileyebilir (Anuradha ve Rao, 2001; Ozdemir vd., 2004).

e Hiicre zarinin gecirgenligini etkileyerek besin aligverisinin bozulmasina

neden olabilir (Tiburcio vd., 1994).

e Bitki hiicrelerinde solunumu genellikle engeller (Porath ve Poljakoff-
Mayber, 1964) bazen de tesvik eder (Brix, 1962)

e Bitki hiicrelerine giren Na® veya CI iyonlar, antogonist etki nedeniyle
hiicrenin metabolik faaliyetleri i¢in gerekli olan Ca™", K* gibi diger iyonlarin

alinmasina engel olur (Tiwari vd., 1997; Munns ve Tester, 2008).

e Tuz hiicreler icin gerekli olan enzimlerin aktivitesini engelleyerek

¢imlenmeyi durdurabilir (Miller vd., 2010).

Yaptigimiz bu c¢alismada tuz stresinin, konsantrasyon artisina bagli olarak arpa
tohumlarinin mitotik indeksinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Daha 6nce
yapilan caligmalarda da belirtildigi gibi tuz stresinin mitotik aktiviteyi azalttig
gercegi bu calismayla bir kez daha kanitlanmistir (Bozcuk, 1978; Huang ve Van
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Steveninck, 1990; Katsuhara ve Kawasaki, 1996; Lutsenko vd., 2005; Tabur ve
Demir, 2008; Cesur ve Tabur, 2011).

Artan tuz konsantrasyonlarmin mitotik indeksin yami sira kromozom davranislar
tizerine de olumsuz etkiler gosterdigi  belirlenmistir.  Degisen  tuz
konsantrasyonlarinin kromozom anormallikleri iizerindeki olumsuz etkileri ¢esitli
arastirmacilar tarafindan da vurgulanmistir. Tajbakhsh vd. (2006) arpa tohumlar ile
yaptiklar1 ¢alismada artan tuz seviyesinin mitoz bdliinmenin anafaz sathasinda
kromozom anormalliklerine sebep olarak hiicre boliinmesini geciktirdigini ileri
stirmislerdir. Ayrica Huilan ve Zili (2001)’da yapmis oldugu c¢alismasinda tuz
¢ozeltisinin cesitli tiplerde kromozom anormalliklerine neden oldugunu belirtmistir.
Calismamizda da tuzlulugun benzer anormalliklere neden oldugu tespit edilmis ve bu
anormalliklerin yiizdeleri Cizelge 4.2.1 ’de belirtilmistir. Buna gore saf su ortaminda
¢imlendirilen tohumlarda istatistiksel olarak Onemsiz sayilabilecek bir anormallige
(0,04) rastlanmis, ancak artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak kromozom
anormallik yiizdelerinde oldukca 6nemli bir artis oldugu saptanmistir. Bu durum bize

tuz stresinin kromozom anormalliklerinin arttirict bir etkisi oldugunu gdéstermektedir.

Humik asit 6n uygulamasinin tuzlu kosullar altinda ¢imlendirilen tohumlarin mitotik
indeksi ve kromozom anormallikleri tizerindeki etkisiyle ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmamaistir. Tuzlu kosullar altinda bu parametreler iizerine humik asitin etkisi ile
ilgili elde edilen tiim veriler bu ¢alisma ile ilk kez ortaya konulmustur. Ancak N-
nitrdz bilesikler (Gichner vd., 1990), maleik hidralaz (Ferrara vd., 2000) ve bazi
dezenfektan (CIO2, NaClO ve PAA) maddeler (Ferretti vd., 2012) gibi gesitli
kimyasallarin genotoksik etkilerine karst humik asit uygulamasi hakkinda birkag
calisma vardir. Gichner vd. (1990) ve Ferrara vd. (2000) arastirmalarinda humik
asitin farkli bitkilerde antiklastogenik bir aktivite gosterdigini ileri slirmiislerdir.
Ferretti vd. (2012) ise humik asitin tek basina bile mitotik indeksi azalttigin1 ve
genotoksik etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Fakat bu arastirmacilar
kullanmis olduklar1 dezenfektanlarin tek basina ne derece genotoksik etkiye sahip
olduklar1 hakkinda herhangi bir bulgu belirtmemis olduklarindan humik asitin bu

dezenfektanlar iizerindeki etkisi konusunda bir agiklama yapilamamaktadir.
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Calismamizda normal kosullar altinda tek basina humik asit uygulamasi saf suda
¢imlendirilen tohumlara gore mitotik indekste % 70’lik bir artisa sebep olmasina
ragmen tuzlu kosullarda humik asit uygulamasi ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda
mitotik indeksin azalmasina ya da etkisiz kalmasina sebep olmustur. Kisacasi, tuz
stresi kosullarinda humik asit arpa tohumlarinin mitotik indeksi lizerinde basarili bir

performans sergileyememistir.

Humik asit on uygulamasi arpa tohumlarmin mitotik indeksi iizerinde yeterince
basarili olamamasina ragmen, kromozom davraniglari ve anormallikleri iizerinde
istatistiksel acidan olduk¢a Onemli etkiler gostermistir. Her ne kadar tek basina
humik asit uygulamasi, saf suda ¢imlendirilen tohumlarin kdk ucu hiicrelerindeki
kromozom anormalliklerinin 6nemli bir artisina (% 42) sebep olsa da tuz stresi
sartlarinda humik asit tuzlulugun neden oldugu anormalliklerin biyik bir
cogunlugunu hafifletmede dikkate deger bir basar1 gostermistir. Artan tuz
konsantrasyonuna paralel olarak humik asit tuzlulugun olumsuz etkisini azaltmis ve
calisilan en yliksek tuz konsantrasyonunda (0,35 M) kromozom anormalliklerinin
tamamen ortadan kalkmasma neden olmustur. Yani 0,35 M tuzlulukta 28 mg/L
humik asit uygulamasi tuz stresinin olumsuz etkisi {izerine miikemmel bir basari
gostererek saf su ortaminda cimlendirilen tohumlarla ayni anormallik yiizdesine

(0,04) ulasmay1 basarmistir.

Burada onemli olan tek basimma humik asitin kromozom anormallikleri iizerine olan
olumsuz etkileri de diisiiniilerek uygun konsantrasyonlarda kullanilmas1 gerektigidir.
Stressiz kosullarda tek basina humik asit uygulamasi normal hiicre boliinmesi igin
gerekli olan proteinlerin sentezini tetiklemek suretiyle mitotik dongiiyii hizlandirarak
bir stimiilator gibi fonksiyon yapmis olabilir. Mitotik dongiliniin bu sekilde
hizlanmas1 hiicre boliinmesi sirasinda bir takim aksamalarin meydana gelmesine ve
kromozom anormalliklerinin 6nemli derecede atrmasina (% 42) sebep olmus olabilir.
Bilindigi gibi disaridan stimiilator biiylime diizenleyicisi uygulamalari stresin
olmadigi normal kosullarda faydasizdir. Oysa stres kosullarinda humik asit
uygulamasinin artan tuz konsantrasyonlarina paralel olarak mitotik aktiviteyi
yavaglatmasi ve bunun sonucu olarak kromozom davranislarini diizenleyerek stresin
sebep oldugu olumsuz etkiyi hafifletmesi ve hatta ortadan kaldirmasi (0,35 M
tuzlulukta) bu goriisii desteklemektedir.
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Calisilan tim wuygulamalara ait tohumlarin kok ucu meristem hiicrelerinin
mikroskobik incelemesi sirasinda mikroniikleus, graniilasyon, diizensiz profaz,
parcalanmis ekvatoryal plak, yapisik kromozomlar, sarmallanamamis kromozomlar,
fragment olusumu, geri kalmis kromozomlar, anafaz ve telofazda koprii, vagrant
kromozom ve yanlis kutulagmalar, alignment anafaz ve telofazda uzaklagmis
kutuplar gibi gesitli kromozom anormallikleri gozlenmistir (Sekil 4.2.1 - 4.2.4).
Genel olarak, mitozda kromozomlarin dogru ayrilmasi kardes kinetokorlarin zit
kutuplardan ¢ikan mikrotiibuluslara baglanmasin1 gerektirir. Ciinkii kinetekor
baglanmas1 stokastik bir iglevdir, hataya meyillidir ve kromozomlarda hatali
oryantasyonlara sebep olabilir (Rieder ve Salmon, 1998). Diizensiz profaz, yanlis
veya uzak kutuplagsma, alignment anafaz, vagrant kromozom ve koprii gibi
anormallikler biiylik Olgiide belirtilen sebeplerden veya i bozulmasindan
kaynaklanmig olabilirler ve bu tip anormallikler genellikle kromozomal
anormalliklerin Onemli bir kismini olustururlar. Mikroniikleuslar, muhtemelen
vagrant kromozomlar ve kromozom fragmentlerinin bir sonucu olarak meydana
gelmis olabilir (Briand ve Kapoor, 1989). Fragmentlerin kromozomlardaki yapisal
degisiklikler olarak ele alindig1 ve kromozomlarin normal kosullar disinda fiziksel ya
da kimyasal ajanlarla etkilenmeleri sonucunda meydana geldikleri bilinmektedir (El-
Ghamery vd., 2000). Kromozomlarin belirli bdlgelerinin kimyasal maddelerle
reaksiyona girerek kirildigi ve bu bolgelerin de o6zellikle heterokromatik bolgeler
oldugu bildirilmistir (Reiger ve Michael, 1972; Reiger vd., 1973). Kromatin
graniilasyonu yani anormal kromatin yogunlagsmasi enzimlerin ve histon proteinlerin
inhibisyonu ile ilgilidir (Dane ve Dalgig, 2005). Geri kalmis kromozomlar normal
sekilde organize olan ig apartiirlerinin basarisizligindan (Patil ve Bhat, 1992), yapisik
kromozomlar ise kromatin ipliklerinin yanhs katlanmasindan kaynaklanmis olabilir
(Klasterska vd., 1976). Bazi arastiricilar, kromozom yapisikliginin kromatinler
tizerindeki toksik etkinin bir gostergesi oldugunu rapor etmislerdir (Fiskesjo ve
Levan, 1993). Kromozom halkalanmas1 ve sarmallanamamis kromozomlu profaz ve
metefaz  hiicreleri, kromozomlarin  diizensiz  olarak  kontraksiyonlarindan
kaynaklanabilir. Ekvatoryal plagin par¢alanmasi kromozomlarin esit olmayan
dagilimindan ve ig bozuklugundan kaynaklanabilir. Ayrica, anafaz ve telofaz
kopriilerinin inversiyonlarin bir sonucu olarak meydana geldigi bildirilmistir (Tabur

ve Demir, 2010b). Calismamizda gerek tek basina humik asit uygulamasimin ve
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gerekse kullanilan tuz konsantrasyonlarinin normal hiicre bdliinmesi i¢in gerekli olan
enzim ve proteinlerin stimiilasyon / inhibisyonunu tetikledigi ve ig mekanizmasini
bozarak yukarida bahsedilen tiim bu anormallikleri meydana getirmis olabilecegi

distiniilmektedir.

Tiim diinyada ve iilkemizde ekonomik a¢idan oldukca fazla 6neme sahip olan ve
molekiiler ¢aligmalar i¢in de 6nemli bir model bitki olan arpa tohumlar1 kullanilarak
normal sartlarda ve tuz stresi altinda humik asidin mitotik indeks ve kromozom
davraniglart arasindaki etkilesimleri karsilastirilarak, literatiirdeki bir boslugun
doldurulmasina hizmet edilmeye calisilmigtir. Sonug olarak, stressiz ortamda tek
basina humik asidin mitotik aktiviteyi 6nemli derecede arttirdigi ve kromozom
davraniglar iizerinde yiiksek oranda anormallige sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
da tek basina humik asit uygulamasimnin zamanla ¢esitli tiplerde mutasyonlar
olusturabilecegi gercegini ortaya c¢ikarmaktadir. Fakat bu calisma tuz stresi
kosullarinda humik asit 6n uygulamasinin kromozom davraniglar1 iizerinde

tuzlulugun olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilecegini desteklemektedir.

Sonug olarak, mitotik aktivite ve kromozom anormallikleri iizerinde dogrudan veya
dolayli olarak etkin olabilen, niikleikasit metobalizmasi, protein ve enzim sentezi
gibi temel metabolik olaylar {lizerinde humik asitin etkilerinin arastirilmasi s6z

konusu mekanizmanin aydinliga kavusturulmasina katkida bulunacaktir.
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