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FARKLI ARPA (Hordeum vulgare L.) CESITLERINDE
ALUMINYUM TOKSISITESI ETKILERININ FiZYOLOJIK VE
BiYOKIMYASAL OLARAK iINCELENMESI

OZET

Bu calismada farkli arpa (Hordeum vulgare L.) genotiplerinde (Cetin-2000 ve
Zeynelaga) aliiminyum (Al2012S3.18H20; 3 mM) toksisitesinin etkileri erken fide
evresinde fizyolojik, biyokimyasal ve fotokimyasal olarak arastirilmistir.

Al toksisitesi iki arpa genotipinde de kok ve govde biiylimesini yavaglatmis ancak
biiyiime hiz1 {izerindeki inhibisyon etkisinin koklerde daha belirgin oldugu
goriilmistiir. Taze agirlik bakimindan govdelerin Al toksisitesine daha duyarli oldugu,
kuru agirlik bakimindan ise Al toksisitesinin kok tizerinde daha etkili oldugu
gozlenmistir. Al toksisitesi Cetin-2000 genotipinin yapraklarindaki oransal su
miktarin1 azaltmis, Zeynelaga genotipinde ise degistirmemistir. Bu sonu¢ Al
toksisitesinin Cetin-2000 genotipinde su iliskilerini bozdugunu gostermektedir. Her
iki arpa genotipinin yapraklarindaki membran stabilite indeksi Al toksisitesinden
etkilenmemistir. Al toksisitesi altindaki koklerde formazon miktar1 ve Evan’s mavisi
alimiminda meydana gelen degisimler Cetin-2000 genotipinde kok metabolizmasinin
Al toksisitesine daha duyarli oldugunu gostermistir. Al stresi altindaki Cetin-2000
genotipinin yapraklarindaki antosiyanin miktar1 kontrolle karsilastirildiginda 6nemli
derecede artmistir. Ancak Zeynelaga genotipinde belirgin derecede azalmistir. Bu da
Zeynelaga genotipinde Al toksisitesine karst savunma mekanizmasinin bozuldugunu
gosteriyor olabilir. Cetin-2000 genotipinin yapraklarindaki fotosentetik pigment
(klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid) miktar1 Al toksisitesi
sonucu kontrolle karsilastirildiginda onemli derecede azalmistir. Bu sonug Al
toksisitesi altindaki Cetin-2000 genotipinde fotosentetik pigmentlerin parcalanma
hizinin artmasindan ve/veya sentez hizinin azalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Al
toksisitesi altindaki Zeynelaga genotipinde ise fotosentetik pigment miktari
degismemistir. Klorofil a floresans1 Ol¢limleri ve JIP testi parametrelerindeki
degisimler Al toksisitesi sonucu her iki genotipte de fotosentetik elektron tasinim
reaksiyonlarinin olumsuz yonde etkilendigini gostermistir. Bunun disginda Al
toksisitesinin her iki arpa genotipinde de fotosistem II birimlerini yapisal ve
fonksiyonel anlamda etkiledigi sOylenebilir. Ancak diger analiz sonuglari ile birlikte
degerlendirildiginde, Cetin-2000 genotipinde fotosentetik aktivitedeki degisimler, bu
genotipin Al toksisitesine uyum saglayabildigini gdstermistir. Zeynelaga genotipi ise
Al toksisitesinden fotokimyasal olarak zarar gormiistiir.

Sonug olarak, Cetin-2000 genotipinin Al toksisitesine daha toleranshi oldugu ve Al
toksisitesine uyum gostermesini saglayan daha elastik bir mekanizmaya sahip oldugu

sOylenebilir. Ancak Zeynelaga genotipi Al toksisitesinden metabolik olarak zarar
gormustir.

Anahtar kelimeler: Al toksisitesi, arpa, klorofil a floresansi, JIP testi, fotosentetik
aktivite

XXi






PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF
THE EFFECTS OF ALUMINIUM TOXICITY IN DIFFERENT
BARLEY (Hordeum vulgare L.) GENOTYPES

SUMMARY

In this study, the physiological, biochemical and photochemical effects of aluminium
(Al2012S3.18H20; 3 mM) toxicity in some barley (Hordeum vulgare L.) genotypes
(Cetin-2000 and Zeynelaga) has been investigated at the early seedling stage.

Seeds that are used in this study were obtained from the Republic of Tiirkiye Ministry
of Agriculture and Forestry Field Crops Central Research Institute, Ankara, Tirkiye.
After sterilized in 5% sodium hypochlorite for 10 minutes, barley seeds were imbibed
in bidistilled water for 4 hours, placed between wet filter papers in plastic bags and
allowed to germinate in climate chamber at 25 °C in a dark environment for 3 days.
Three days of uniform seedlings were transferred to the plastic pots containing perlite
and Hoagland’s nutrient solution and kept in a climate room under 18/25 °C
temperature (night/day), 16/8 hours photoperiod (day/night), 50+5% relative humidity
and 200 pumol photon m™ s? light intensity for 10 days. Plants were exposed to
aluminium toxicity (3 mM, Al2012S3.18H20) for 5 days, while control plants were
watered with Hoagland’s nutrient solution until at the end of the experiment. After
measuring chlorophyll a fluorescence in the intact leaves, plants were harvested.

The root and shoot length of barley plants were measured with a milimetric ruler. The
fresh weight of roots and shoots were separately weighted and plant materials were
kept in an oven at 70 °C for 3 days until the constant weight was reached. After that
the dry weight of root and shoot of barley plants were determined. The leaf samples
were immediately used to determine relative water content, membrane stability index,
anthocyanin, and photosynthetic pigment content. Dehydrogenase activity was
measured and Evan’s blue test was done in the root samples. Experiments were a
randomized complete block design with different independent replicates. Analysis of
variance (ANOVA) was performed using SPSS 20.0 statistical software for Windows.
To separate significant differences between means, Duncan test was used at P = 0.05.

Al toxicity decreased root growth in both barley genotypes, probably due to direct
contact of roots with Al-rich nutrient solution. But the rate of growth inhibition in roots
of the genotype Cetin-2000 was found to be more remarkable. The sensitivity of the
root and shoot growth to Al toxicity in the genotype Cetin-2000 was almost the same,
while shoot growth in the genotype Zeynelaga was less inhibited by Al toxicity
compared to the genotype Cetin-2000. These results may show that transport of Al
ions from roots to shoots in the genotype Zeynalaga was restricted by some metabolic
mechanisms and/or physical barriers. Root fresh weight in the genotype Cetin-2000
was not significantly affected by Al toxicity, while it was remarkably decreased in the
genotype Zeynalaga as a result of excess Al application. Biomass accumulation in
roots of both barley genotypes, however, was dramatically declined by Al toxicity as
indicated by the lowered dry weight. Al application caused significant decreases in

podl



shoot fresh weight of both barley genotypes. Shoot dry weight in the genotype
Zeynelaga, on the other hand, was not significantly affected by Al toxicity while it was
remarkably diminished in the genotype Cetin-2000. These results clearly show that
inhibitory effect of Al application on biosynthetic capacity in roots of both barley
genotypes was more remarkable compared to shoots. Relative water content in the
leaves of the genotype Cetin-2000 was significantly reduced by Al toxicity, which
shows that Al toxicity interfered with water relations in this genotype. However, it was
not affected by Al application in the genotype Zeynalaga. Al toxicity did not lead to
membrane damage in the leaves of both barley genotypes as shown by the constant
membrane stability index compared to corresponding controls. Formazon content in
the roots of both barley genotypes under Al toxicity was found to be drastically lower
than respective controls. However, formazon content in the roots of the genotype
Cetin-2000 was more severely decreased by Al toxicity, indicating the fact that
reactions of the cellular respiration in roots of this genotype was inhibited to a greater
extent compared to the genotype Zeynelaga. Evan’s blue content in roots of the
genotype Cetin-2000 was significantly lower than the respective control, while it was
not significantly affected by Al application in the genotype Zeynelaga. Similarly, these
results also showed that vitality of the root tissue was drastically disrupted in the
genotype Cetin-2000 under Al toxicity. Anthocyanin content in the leaves of the
genotype Cetin-2000 was significantly increased by Al toxicity whereas it was
drastically lower than the respective control in the leaves of the genotype Zeynelaga.
It is obvious that the genotype Cetin-2000 could represent higher capacity to resist Al
toxicity through anthocyanin accumulation in leaf tissues. However, the decreased
level of anthocyanin in the leaves of the genotype Zeynelaga may show that either this
barley genotype is sensitive to Al toxicity or the Al concentration used in this study is
too low to affect this genotype metabolically. Chlorophyll a, chlorophyll b, total
chlorophyll, and total carotenoid content in the leaves of the genotype Cetin-2000
under Al toxicity was remarkably diminished compared to the respective control, while
these parameters remained unchanged in the leaves of the genotype Zeynelaga as a
result of Al application. In the case of the genotype Cetin-2000, the decreased level of
photosynthetic pigment content in leaves may be explained by the accelerated rate of
destruction and/or the slowed down of synthesis of the photosynthetic pigments under
Al toxicity. On the other hand, this may be a kind of strategy for the genotype Cetin-
2000 to reduce photosynthetic pigment pool to provide an equilibrium between the
absorbed and photochemically quenched light energy under the condition of Al
toxicity.

Changes in the chlorophyll a fluorescence measurements and JIP test parameters
showed that photosynthetic electron transport reactions were impaired in the
genotypes Cetin-2000 and Zeynelaga as a result of Al toxicity. Fo (minimum
fluorescence), for example, was significantly decreased in the leaves of the genotype
Cetin-2000 under Al toxicity, while it was drastically increased by excess Al
application in the genotype Zeynelaga. These results show that Al toxicity led to the
decreased transport rate of the light energy from the pigment molecules to the reaction
centres or conversion of the reaction centres from active to inactive form. Another
possible explanation for the increased Fo value may be that Al toxicity inhibited the
movement of electrons from quinone A to quinone B, and hence decreased the ability
of the photosystem Il units to trap light energy effectively. Fm (maximum
fluorescence) in the leaves of the genotype Cetin-2000 was found to be significantly
lower than the respective control, indicating that the stability of the acceptor side of
the photosystem Il units was diminished by Al toxicity. Fv/Fm (maximum quantum
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efficiency of photosystem II), which must be around 0,83 under optimum conditions,
was significantly lower than control in the genotype Zeynelaga under Al toxicity,
while it remained unchanged in the genotype Cetin-2000, indicating that Al toxicity
led to a remarkable photoinhibition in photosystem Il activity in the genotype
Zeynelaga. Also, the decreased @Po value in the genotype Zeynelaga under Al toxicity
as compared to the genotype Cetin-2000 showed that the primary photochemical
reactions in the genotype Zeynelaga was inhibited to some extent. In this study, the
parameters area, Fv/Fo, and AV/Ato in both barley genotypes under Al toxicity did not
represent significant changes compared to the respective controls. However, the lower
level of area in the genotype Cetin-2000 under Al toxicity may indicate the decreased
rate of electron transport which has a regulatory effect on photosystem Il activity as
compared to the genotype Zeynelaga devoiding of this mechanism. Compared to the
genotype Cetin-2000, significantly lower and higher values of Fv/Fo and AV/Ato in
the genotype Zeynelaga respectively, showed that Al toxicity led to the inhibition of
the efficiency of the Hill reaction and the accelerated rate of the accumulation of the
closed reaction centres. Al toxicity significantly reduced Yo in the genotype Cetin-
2000 and did not affect in the genotype Zeynelaga compared to the respective controls,
indicating the restricted ability of an absorbed photon to move electrons from quinone
A to the electron transport system in the genotype Cetin-2000. In this study, ¢Eo and
¢Do in the genotypes Cetin-2000 and Zeynelaga under Al stress were not drastically
affected compared to the corresponding controls. However, Al application led to the
significantly lower @Eo and higher ¢Do in the genotype Zeynelaga, respectively,
compared to the Al-stressed Cetin-2000. These results showed that quantum efficiency
of the electron transport from quinone A to plastoquinone was diminished, while
quantum efficiency of thermal energy dissipation was accelerated in the genotype
Zeynelaga under Al toxicity. Changes in the parameters ETo/RC and DIo/RC in both
barley genotypes under Al stress also confirmed this fact. TRo/RC in both barley
genotypes was not significantly affected by Al toxicity compared to the respective
controls. However, the genotype Zeynelaga represented remarkably higher TRo/RC
value as a result of Al application compared to the genotype Cetin-2000. This result
indicated that maximum energy flux per reaction centre leading to the reduction of
quinone A was increased in the genotype Zeynelaga compared to the genotype Cetin-
2000. In addition, it has been found that Al toxicity negatively affected the structure
and function of the photosystem II units in the genotype Zeynelaga compared to the
genotype Cetin-2000. Taken together, changes in the genotype Cetin-2000 in terms of
the photosynthetic activity indicated that this genotype could acclimate to Al toxicity.
The genotype Zeynelaga, on the other hand, suffered from Al toxicity
photochemically.

As a result, it may be concluded that the genotype Cetin-2000 could be more tolerant
to Al toxicity and have an elastic metabolism to acclimate Al toxicity. In contrast, the
metabolism of the genotype Zeynelaga was impaired by Al toxicity.

Key words: Al toxicity, barley, chlorophyll a fluorescence, JIP test, photosynthetic
activity
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1. GIRIS

Bitkide biiyiime, hiicrelerin genislemesi ve boliinmesinden kaynakli; kuru madde
miktarinda, hacminde, uzunlugunda veya boyutunda geri dontisiimii olmayan bir artis1
ifade eder (Lambers ve Oliveira, 2019). Gelisim ise bitkinin; ¢imlenme, biiyiime,
olgunlagsma, farklilasma ve, senesens gibi hayati boyunca gecirmis oldugu tiim
degisimlerdir. Dogadaki sartlar nadiren bitkinin biiyiiylip gelisebilmesi i¢in ideal
kosullar sunar. Bitkilerin yetistigi ve gelistigi ortamlarda genellikle birden fazla faktor
ya eksik ya da idealden oldukg¢a uzaktir. Bitkiler es zamanli maruz kaldiklar1 bu
olumsuz faktorler kargisinda siirli rekabet kapasitesine sahiptir ve dnemli derecede
strese maruz kalir. Bu stres bazi1 biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalarin devreye
sokulmasiyla ortadan kaldirilmaya ya da asilmaya c¢alisilir (Kadioglu, 2007). Ancak
bitkilerin stres faktorleri karsisinda verdikleri tepkiler; bitkinin tiirline, adaptasyon,
uyum ve stres dayaniklilik mekanizmalar1 gelistirme yeteneklerine gore degisim
gosterir (Yavas ve Ilker, 2020). Ayrica bitkinin maruz kaldig stresin siiresi ve siddeti
uzarsa, bitkisel doku ve organlarda hasarlar olusabilir ve bu hasarlar bitkinin 6liimiine

neden olabilir.

Bitkide biiyiime ve gelisim, genetik faktorler (Hrivnak ve ark., 2017; Housset ve ark.,
2018) ile gevresel faktorlerin etkilesimi sonucu meydana gelir (Kog, 2022a; Li ve ark.,
2020; Mu ve ark., 2022) ve bu siiregteki her asamada bitki besin elementlerinin 6nemi
blyiiktiir (Abdelaal ve ark., 2021; Bayrakli, 1987). Bitki gelisimi i¢in besin
elementlerinden nispeten daha fazla miktarlarda gereksinim duyulanlara makro; eser
miktarlarda ihtiya¢ duyulanlara ise mikro besin elementi denmektedir (Bayrakli,
1987). Agir metallerin bir kism1 (Fe, Zn, Mn, Ni ve Cu gibi) mikro besin elementi
olarak kullanilsa da; biiyiik bir kismi1 bitki gelisimi i¢in gerekli degildir (Al, As, Cd,
Cr ve Pb gibi) ve bitkiler i¢in toksik etki gosterir (Dubey ve ark., 2018; Morkunas ve
ark., 2018; Rahman ve ark., 2018). Besin elementlerinin esik degerlerde alinmasi
onemlidir. Ister makro ister mikro besin elementi olsun eksikligi ya da fazlah@
bitkinin igsel yapilarinda ve dis goriinlimiinde cesitli olumsuzluklara yol agar (Ghori
ve ark., 2019; Kadioglu, 2007; Kumar ve ark., 2021; Yaashikaa ve ark., 2022).

Cevresel kirleticiler, asir1 glibreleme, toprak asitligi gibi faktorler; toprakta dogrudan



ya da dolayli olarak agir metal elementlerinin birikimini artirir ve bu birikimin
olusturdugu en 6nemli toksik etkilerden biri de besin elementlerinin su ile hiicre igine
yeterince alinamamasindan kaynaklanan bitki biiyiime ve gelisiminin kesintiye

ugramasidir (Kog ve ark., 2022; Mansoor ve ark., 2021).

Dogada bitki biliylimesini ve gelisimini etkileyen bir¢ok abiyotik ve biyotik stres
faktorii vardir. Aliiminyum toksisitesi, diinya capinda asitli topraklarda bitki
bliylimesini ve gelisimini etkileyen énemli bir abiyotik stres faktoriidir (Ma, 2000;
Nunes-Nesi ve ark., 2014; Poschenrieder ve ark., 2008). Diinya tizerindeki, potansiyel
ekilebilir alanlarin yaklagik %67 sinin (Abate ve ark., 2013; Von Uexkull ve Mutert,
1995) tarim1 yapilan alanlarin ise yaklagik %30-50’sinin (Kochian ve ark., 2004) dogal
olarak asidik oOzellik gosterdigi diisliniildiigiinde, bitki verimindeki azalislarin

alliminyum toksisitesiyle yakindan iliskili oldugu sdylenebilir.

Aliiminyum diinyada en ¢ok bulunan minerallerden biridir ve uygun kosullarda yer
kabugunun c¢oziinmeyen bir bileseni (aliiminyum silikatlar veya oksitler) olarak
herhangi bir toksik etkiye sahip degildir. Aliiminyumun toksik etki olusturmasi daha
cok toprak pH’sina bagli olarak doniligsmiis oldugu formla ilgilidir. Cesitli faktorlerin
etkisiyle pH degeri 4.5-5’in altina inen topraklarda (asitli toprak) aliiminyum, en toksik
hali olan AI*® formuna (Al(H20)s") déniisiir. Aliminyumun bu formu toprak suyu
icinde ¢oziinme Ozelligi gosterdigi igin bitkilerin kokleri tarafindan kolayca alinir ve
bitkide ¢esitli hasarlarin olusmasina neden olur (Matsumoto, 2000; Matsumoto ve

Motoda, 2013; Sade ve ark., 2016).

Aliiminyum iyonlar1 mikromolar (mM) seviyelerde dahi, kisa siire (30 dk) igerisinde
bitki biliylimesini ve fonksiyonlarini inhibe edebilir (Blarney ve ark., 2004). Bitkiler
izerinde yapilan ¢aligmalarda aliminyumun; kok morfolojisi ve gelisimini olumsuz
etkiledigi (Ciamporové, 2002; Vardar ve ark., 2006; Vardar ve ark., 2011); hiicre
¢eperinin sertligini artirdigini (Eekhout ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2014); hiicre
membranlarinin elektriksel yiik dagilimini degistirerek depolarizasyona neden oldugu
ve topraktan gerekli suyun ve besin elementlerinin alinimini engelledigi (Bose ve ark.,
2011; Hufnagel ve ark., 2018; Jones ve ark., 2006; Rahman ve ark., 2018; Zhang ve
ark., 2007); terleme (transpirasyon) oranini, fotosentez hizini1 ve stoma iletkenligini
azalttigi (Rahman ve ark., 2018), DNA replikasyonunu yavaslatarak hiicre boliinme

hizim1 azalttigr (Eekhout ve ark., 2017) belirtilmistir. Bununla birlikte aliiminyum



toksisitesinin diger bir 6nemli sonucudaAOT (aktif oksijen tiirlerini) miktarin

artirarak bitkilerde oksidatif strese neden olmasidir (Pan ve ark., 2001).

Bitkilerin Al toksisitesine karsi vermis olduklar1 morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal cevaplar bitkinin tolerans gelistirme yetenegine gore degismektedir. Al
toksisitesine kars1 gelistirilmis savunma stratejilerine; organik asit saliniminin artmasi
(Ryan ve ark., 2010; Vardar ve Unal, 2007; Yang ve ark., 2007); selatlama (Vardar ve
Unal, 2007), miisilaj kilif olusumu (Barcel6 ve Poschenrieder, 2002; Vardar ve Unal,
2007), Al iyonlarinin hiicre ¢eperinde baglandigi bilesiklerin azaltilmasi (Wang ve
ark., 2015; Yang ve ark., 2008, 2011), Al iyonlarinin vakuollerde ve apoplasttik alanda
birikimi (Barceld ve Poschenrieder, 2002; Ma ve ark., 2014) 6rnek olarak verilebilir.
Bunun yaninda Al toksisitesine karsi1 gelistirilen diger bir 6nemli cevap ise; bitkilerin
oksidatif stres savunma mekanizmalarini aktiflestirerek cesitli antioksidant enzimlerin
(APOD, SOD, CAT, GPOD gibi) aktivitesinin artisin1 saglamaktir (Wang ve Yang,
2005; Zhang ve ark., 2010).

Aerobik canli yasami i¢in vazgegilmez olan oksijen, ayn1 zamanda canli icin
potansiyel bir oksidatif tehlikedir. Bunun sebebi serbest radikal olarak oksijenin, temel
durumdayken (O.) eslenmemis iki elektronu sayesinde su disindaki diger molekiillerle
de kolayca indirgenebilmesi ve aktif oksijen tiirlerini olusturabilmesidir (Dat ve ark.,
2000). Atmosferik oksijen, enerji transferi ile gesitli AOT’lerin olusmasini saglar.
Singlet (tekli) oksijen (*0y), siiperoksit anyonu (O2’), hidrojen peroksit (H.02) ve
hidroksil radikali (OH") hiicre ig¢inde sik goriilen aktif oksijen tiirlerindendir
(Gutteridge ve Halliwel, 1990). Bitkilerde serbest radikal olarak AOT’ler; membrana
bagl elektron iletim aktiviteleri dahil (Cakir, 2007), kloroplast, mitokondri ve
peroksizom gibi organellerde birka¢ metabolik yolla ara iiriin olarak agiga ¢ikar (Van
Breusegem ve Dat, 2006). Optimum sartlarda ara tiriin olarak tiretilen AOT’ler bazal
seviyelerdedir ve hiicrenin antioksidant savunma sistemi tarafindan hizlica detoksifiye
edilerek hiicreye zarar vermeleri engellenir. Fakat cesitli abiyotik ve biyotik stres
kosullar1 altinda AOT’lerin iiretilmesi ve AOT’lerin detoksifikasyonu arasindaki hiz

dengesi bozulur (Van Breusegem ve ark., 2001).

Hiicrede belirli bir seviyenin {lizerine ¢ikan AOT ise dogrudan ya da dolayl olarak
toksik etki gostererek bitkide oksidatif strese neden olur (Das ve Roychoudhury, 2014,
Ishtiyaq ve ark., 2018). Hiicre membran lipitleri, proteinler, klorofil pigmentleri,

enzimler, niikleik asitler gibi bir¢ok biyomolekiil zarar goriir (Biiylik ve ark., 2012;
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Smirnoff, 1993). Ozellikle lipid peroksidasyonu sonucunda olusan MDA
(malondialdehit), oksidatif stres diizeyinin temel belirteci olarak kabul edilir (Juknys
ve ark., 2012; Verma ve Dubey, 2003). MDA, hiicre membranindaki iyon
gecirgenligini (Ca*?, Na®) artirir, enzimatik degisikliklere ve membran biitiinliigiiniin

bozulmasina yol agarak hiicreye zarar verir (Montillet ve ark., 2005).

Bitkilerin oksidatif stres altinda, AOT’leri kontrol altinda tutmak ve AOT lerin toksik
etkilerinden korunmak icin gelistirmis olduklar1 savunma sistemine, antioksidant
sistem denmektedir (Biiyiik ve ark., 2012; Elliott, 1999; Soydam Aydin ve ark., 2012).
Antioksidant sistemde gorev alan molekiiller ise antioksidant olarak
adlandirilmaktadir. Antioksidantlar enzimatik olan ve enzimatik olmayan olmak iizere
iki grupta incelenir (Hasanuzzaman ve ark., 2020b; Mohammadi ve ark., 2021;
Scandalios, 1997). Siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (KAT), askorbat peroksidaz
(APOD), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon peroksidaz (GPOX), glutatyon
rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR), enzimatik olan antioksidantlardir (Scandalios, 1997). Askorbik asit
(vitamin C), a-tokoferoller (vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesikler

ise enzimatik olmayan antioksidantlardandir (Gill ve Tuteja, 2010).

Stiperoksid dismutaz (SOD), bitki hiicrelerinde AOT’lere kars1 ilk savunma hattini
olusturmaktadir. Siiperoksit radikalinin (O2) hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler
oksijene (O2) donilismesini dismutasyon reaksiyonuyla katalizler (Karuppanapandian
ve ark., 2011; Mehla ve ark., 2017). SOD ile siiperoksit radikalinin detoksifiye
edilmesi Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla hidroksil iyonu radikalinin iretilme
thtimalini distiriir (Berwal ve Ram, 2018). Askorbat peroksidaz (APOD), SOD
enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu olugan H2O2’nin su ve oksijene kadar
yikilmasinda gorev alan askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk enzimidir (Asada, 1999).
APOD, bu reaksiyonda indirgeyici molekiil olarak askorbati kullanir. Dehidroaskorbat
rediiktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) enzimleri ise
askorbatin rejenerasyonunu saglar (Bowler ve ark., 1992; Jiménez ve ark., 1998;
Noctor ve Foyer, 1998). Glutatyon rediiktaz (GR) ise, bu dongiiniin son enzimi olarak
calisir ve elektronunu vererek okside olmus glutatyonu NADPH’nin yardimiyla
indirgemekten sorumludur (Asada, 1999). Ozetle APOD, GR, MDHAR ve DHAR
H20>’nin detoksifikasyonunda gorev alir. H2O2’nin par¢alanmasindan sorumlu olan

diger bir enzim ise guaiakol peroksidazdir (GPOD). Bu enzim bitkilerde biyotik stres



faktorlerinde antioksidant olarak islev gérmekle birlikte indol-3-asetik asit adl1 bitkisel
hormonu parcalamada ve hiicre ¢eperlerinde lignin biyosentezinde de etkilidir (Asada,
1999). Katalaz (KAT), hidrojen peroksidin su ve oksijene doniisiim reaksiyonlarini

katalizlemektedir (Sharma ve ark., 2012).

Askorbik asit, antioksidant savunma sisteminde enzimatik ve enzimatik olmayan
bir¢ok reaksiyonda ihtiya¢ duyulan elektronlari saglayarak indirgeyici roliinii iistlenir.
Stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil gibi AOT leri etkisiz hale getirerek hiicreyi
koruma altina alir (Smirnoff, 2000). Glutatyon; tekli uyarilmis oksijen (*O2), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") gibi AOT’lerin potansiyel temizleyicisi
olmasinin yaninda (Briviba ve ark., 1997; Larson, 1988; Noctor ve Foyer, 1998) stres
kosullar1 altinda bazi1 genlerin ekspresyonunda ve askorbat-glutatyon dongiisiinde
gorev almaktadir (Mullineaux ve Rausch, 2005; Rausch ve Wachter, 2005; Xiang ve
ark., 2001). a-tokoferol, AOT’lerin ve lipid radikallerinin detoksifikasyonunda rol
oynayarak fosfolipitlerin peroksidasyonunu ve hiicre membranlarinin zarar gérmesini
engeller (Gey ve ark., 1991; Hollander-Czytko, 2005). Karotenoidler, singlent oksijen
ve fotosentez sirasinda aciga cikan diger AOT’leri detoksifiye eder ve lipid
peroksidasyonunu yavaslatarak fotosentetik aygitt 1s1k etkisiyle olusabilecek
zararlardan korur (Collins, 2001). Bitki fenoliklerinin ise antioksidant olarak islev
gdrmeleri redoks 6zelliklerinden kaynaklanir. Indirgeyici ajan, hidrojen verici, singlet
oksijen Onleyici ve metal selasyonu yapict olarak etki ederler (Packer ve ark., 1999;

Summanen ve ark., 2001).

Sonug olarak Al toksisitesi, asitli topraklarda iirlin veriminin diismesindeki en 6nemli
nedenlerden biridir (Wild, 1988). Diinya genelinde tarimsal arazilerdeki asitlik
diizeyinin yiiksek olmas1 6zellikle arpa gibi tahillarin tiretiminde olumsuzluklara sebep
olmaktadir (Silva ve ark., 2012). Yapilan ¢aligmalarda aliiminyumun 6zellikle arpa,
bugday, misir ve cavdar gibi tarim bitkilerinde fotosentez hizini azalttig1 belirtilmistir
(Dawood ve ark., 2012; Silva ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2017). Giinlimiizde tarim
arazilerine kire¢, magnezyum veya kalsiyum eklenmesi gibi yaklasimlarla asitli
topragin bitki biliylimesi ve gelisimi iizerindeki olumsuz etkileri belirli oranlarda
giderilmeye calisilsa da (Pandey ve ark., 2013) bunlar hem ekonomik agidan pahali
yontemler olup hem de ekolojik olarak siirdiiriilebilir degildir. Bu nedenle asitli
topraklarda ciddi bir sorun olan Al toksisitesine karsi toleranslh bitki genotiplerinin

belirlenmesi, ayn1 zamanda toprak asiditesiyle bas etmenin en etkili yolu olacaktir.



Arpa diinya capinda ekimi yapilan tahil bitkileri arasinda dordiincii siradadir. Arpanin
Al toksisitesine karsi oldukca duyarli bir tiir oldugu bilinmekle beraber (Mugwira ve
ark., 1976) arpa genotipleri iginde Al’ye tolerans gelistiren varyasyonlarin da oldugu
tespit edilmistir (Minella ve Sorrells, 1992; Reid ve ark., 1969). Aliminyumun yiiksek
konsantrasyonlari arpa bitkisinde 6liime ya da iiriin kaybina yol agmaktadir. Bu yiizden
arpanin genetik varyasyonlarinin Al toleranst bakimindan incelenmesi, 1slah

caligmalar1 agisindan da 6nemlidir (Read ve Oram, 1995).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismada Cetin-2000 ve Zeynelaga adli iki arpa (Hordeum
vulgare L.) genotipinin Al toksisitesine (3 mM) karsi gostermis oldugu degisimler;
baz1 fizyolojik biiyiime parametreleri (kok boyu ve gdvde boyu) ve fotosentetik
aktivitede meydana gelen degisimler (baz1 klorofil floresans parametreleri) yoluyla

arastirilmis ve Al toleransi ile iliskilendirilmeye calisilmistir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Bitkilerde Biiyiime ve Gelisme

Canlilarin ortak 6zelliklerinden biri olan biiyiime, geri doniisiimii olmayan bir hacim
artisini ifade eder. Bitki gibi ¢ok hiicreli organizmalar, hem hiicre hacimlerini hem de
hiicre sayilarim1 artirarak biiylir. Organizmada biiyiimenin gergeklesebilmesi igin
hiicredeki sentez hizinin yikim hizindan daha fazla olmasi gerekir. Bu nedenle
hiicreler, metabolizma sirasinda tiikettiginden daha fazla miktarda maddeyi

¢evresinden almaya ihtiyac¢ duyar (Kadioglu, 2007).

Bitkiler yasam dongiileri siiresince sahip olduklari meristem dokular1 sayesinde
sinirsiz biiylime 6zelligi gosteren canlilardir. Bu nedenle bitkide biiylime, bitkinin
boyutunda ve kuru madde agirhiginda siirekli bir artis olarak tanimlanmaktadir.
Bitkilerde biiylime, meristemlerin bulundugu belirli 6zellesmis alanlarda meydana
gelir ve meristemler bulundugu bélgeye gore apikal ve yanal meristem olarak
adlandirilir. Apikal meristemler siirgiinlerin yanal tomurcuklarinda, kdk ve govde
uclarinda hiicre sayisini artirarak boyuna biiylimeyi saglar ve bu siire¢ primer biiyiime
olarak ifade edilir. Otsu bitkilerde neredeyse bitkinin tamami primer biiyiimeyle
meydana gelir. Yanal meristemler ise odunsu bitkilerin kok ve govdesinde yer alarak
boyuna biiylimenin durdugu kisimlarda enine bilylimeyi saglar ve bu siire¢ de sekonder

bliylime olarak ifade edilir (Reece ve ark, 2013).

Biiytime sirasinda ¢ogu hiicre, gen ifadesinin diizenlemesiyle farklilasir (Kadioglu,
2007). Bitkide farklilasma sirasinda meristematik hiicrenin fiziksel ve fonksiyonel
ozellikleri degisime ugrayarak farkli organ ve yapilari olusturur. Bitkinin; ¢imlenme,
bliylime, olgunlasma, farklilasma ve senesens gibi hayat1 boyunca gecirmis oldugu
tim degisimler ise gelisim olarak adlandirilir. Bitki organlarinin gelisim stratejileri

degisen kosullara kars1 esnek olmalidir (Kadioglu, 2007).

2.2. Bitkide Stres

Canlilar yasamlarini siirdiirdiikleri alanlarda, zaman zaman gelisimlerini kisitlayan

baz1 faktorlere maruz kalirlar. Bitkide biiyiime, gelisme ve metabolizmaya olumsuz



etki eden veya engel olan bu faktorler stres olarak adlandirilmaktadir (Giirel ve
Avcioglu, 2001). Stres faktorlerinin etkileri genellikle es zamanli ve kombine seklinde
kendini gosterir (Ekmekgi ve Terzioglu, 2005). Stres faktdrleri, orjinlerine bakimindan
abiyotik ve biyotik olarak iki grupta incelenmektedir. Abiyotik stres faktorleri
kuraklik, tuzluluk, agir metaller, asir1 sicak-soguk, asir1 sulama ve radyasyon gibi canli
olmayan fiziksel veya kimyasal faktorlerden olusmaktadir. Biyotik stres faktorleri ise
viriisler, bakteriler, mantarlar, nematodlar, bocekler, herbivorlar ve yabani otlar gibi
canli organizmalardan olusmaktadir (Gull ve ark., 2019). Sekil 2.1 bitki gelisimine etki

eden stres faktorleri ve aralarindaki etkilesim gosterilmektedir.

Dogadaki sartlar bitkiye nadiren ideal kosullar sunar. Bitkilerin yetistigi ve gelistigi
ortamlarda genellikle birden fazla faktor ya eksik ya da gerekenden oldukca fazladir.
Bitkiler es zamanli maruz kaldiklar1 bu olumsuz faktorler karsisinda sinirli rekabet

kapasitesine sahiptir ve dnemli derecede strese maruz kalir.

Bitkiler bu stresi bazi biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar isleyise sokarak
ortadan kaldirmaya ya da asmaya calisir (Kadioglu,2007). Ancak stresin siiresi ve

siddeti uzarsa, bitkide hasarlar olusur ve bu hasarlar bitkinin 6liimiine neden olabilir,

2.2.1. Bitkide strese karsi olusturulan cevaplar

Bitkilerin stres faktorleri karsisinda verdikleri tepki; bitkinin tiirline, adaptasyon ve
stres dayaniklilik mekanizmalar1 gelistirme yetenegine gore degisir (Yavas ve llker,
2020). Farkl1 tiirler arasinda oldugu gibi tek bir tiiriin farkli ¢esit ya da genotiplerinin
de aymi strese verdikleri cevaplar birbirinden farklilik igerebilir (Bray ve ark., 2000;
Dogru, 2006). Bu durum canlilarin hayatta kalabilme sanslarini etkilemis ve dogal

seleksiyonun ortaya ¢ikmasinda rol almistir.

Stres dayanikliligi ya da diger ismiyle stres direnci organizmanin olumsuz kosullar
icinde canliligmmi devam ettirebilme yetenegi olarak tanimlanabilir. Biitiin bitkiler,
belirli bir degere kadar strese kars1 koyma ve canliligin1 koruyabilme potansiyeline
sahiptir. Stres direnci ya da stres dayanikliligi olarak adlandirilan bu potansiyel
bitkinin bazi kisimlarina ve i¢inde bulundugu biiyliime ve gelisme donemine gore
degisiklik gosterebilir. Ornegin fide gibi geng bitkiler olgun bitkilere gore strese karsi
daha duyarhdir. Bitkilerin tohum, tomurcuk ve dormant hiicreler gibi bazi boliimleri
strese daha direngliyken; aktif meristem ve sukulent organlar gibi bazi boliimleri ise

strese daha az direnclidir (Hale ve Orcutt,1987).
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Sekil 2.1. Bitki gelisimine etki eden stres faktorleri ve aralarindaki etkilesim (Dogru,
2006).



Herhangi bir stres faktoriine karsi direng i¢in tek bir mekanizmanin olmasi beklenemez
bir durumdur (Sekil 2.2). Stres direncinin farkli tip reaksiyon mekanizmalarini devreye
sokan 6nemli ¢esitlerinden biri sakinma digeri ise toleranstir. Sakinmada ortamda stres
olusturan faktorler olmasina ragmen, bitki fizyolojik, mekanik ya da morfolojik bir
etkenle hiicrelerini strese sokmayan bir i¢ ortam hazirlar. Boylece hiicrelerin stres
faktoriiyle termodinamik etkilesimi onlenmis olur. Ornegin kaktiisler, icsel su
seviyelerini, sahip olduklar1 sukulent organlariyla koruyarak kurakliktan sakinmis
olurlar. Toleransta ise bitki hiicreleri stres faktorii ile termodinamik bir etkilesim
icerisindedir ve bitki canliligimi koruyabilmek icin 6zel biyolojik mekanizmalar
gelistirir. Ayn1 zamanda tolerans bitkinin strese dayanma kapasitesi olarak da
yorumlanabilir. Ornegin karayosunlar1 ¢ogu bitkiye gore kuraklik aninda asiri
susuzluga dayanabilir (Kadioglu, 2007). Tolerans esnasinda bitki ya hi¢ zarar gormez
ya da olusan zararlar onarilabilir diizeydedir (Hale ve Orcutt, 1987). Ornegin ekstrem
soguklardan birgok tiir, toprak ya da kar altinda kalarak korumus olduklar1 yeralt
meristemleri ile hayatta kalir. Bitiler bu sekilde strese karsi soguktan sakinmis
(kacinmig) olur. Soguk karsisinda tolerans seklinde cevap olusturan tiirlerde ise
ekstraseliiler alanlarda bir miktar buz olusturularak soguga dayanmaya calisilir (Levitt,

1980; Steponkus, 1984; Sakai ve Larcher, 1987).

_ Stres _ Bitki Olusan Sunu{;
Dzellikleri Ozellikleri Cevaplar
Stresin giddeti 1
uyum
Stres altindaki r (Canbkizn devami)
. doku veya organ
Stresin sresi
q

Gealisim evresi
Strese maruz

kalma sayisi

Genolip

Stres
kombinasyonlan

#* S¥ 5k
L 2

Sekil 2.2. Bitkilerde ¢esitli stres faktorlerine karsi olusturulan stres cevaplari (Dogru,
2006).

Canlilar yasadig1 ortamda uzun siireli c¢evresel degiskenlere maruz kaldiklarinda

hayatta kalabilme becerilerini artiran genotipik cevaplar olusturur (Huner ve ark.,
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1998). Bu genotipik cevaplar canlida birtakim yapisal, fizyolojik ve davranigsal
degisimler meydana getirir (Kadioglu, 2007). Adaptasyon olarak tanimlanan bu
genotipik degisimler o canli i¢in stabildir ve popiilasyon i¢inde kusaktan kusaga
aktarilmaya devam eder (Huner ve ark., 1988). Stres dayanikliliginin genetik temeli
izerinde yapilan ¢aligmalarla genetik adaptasyon iki sekilde saglanabilir. Bunlardan
ilki dayanikli genotipler elde etmek; ikincisi ise istenilen farkli ¢evrelere adapte olan
cesitli fenotipleri saglayacak genleri gelistirmektir (Kadioglu, 2007). Aklimasyon
(uyum) ise organizmanin genetik yapisinda bir degisiklik gergeklesmeksizin,
farklilasan yasam sartlar1 karsisinda verilen fenotipik cevaplardir (Huner ve ark.,
1988). Soguga aklime olmus Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae) tiiriiniin
dayanikli olan bireylerinde, yeni polipeptitlerin saptanmasi bu duruma 6rnek olarak

verilebilir (Salisbury ve Ross, 1992).

2.3. Bitki Beslemesinde Kullanilan Makro ve Mikro Elementler

Bitkide biiylime ve gelisim, genetik faktorler (Hrivnak ve ark., 2017; Housset ve ark.,
2018) ile cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu meydana gelir (Kog, 2022a; Li ve ark.,
2020; Mu ve ark., 2022) ve bu siirecteki her asamada bitki besin elementlerinin 6nemi

biiyiiktiir (Abdelaal ve ark., 2021; Bayrakli, 1987).

Bitkilerin saglikli bir sekilde biiyliylip gelisebilmesi i¢in gesitli elementleri iceren
besin tuzlarina ihtiyaci vardir. Besin tuzlart makro ve mikro besin elementleri olarak
iki grupta incelenir. Bitkilerin daha ¢ok miktarlarda gereksinim duydugu; azot, fosfor,
potasyum, kalsiyum, kiikiirt, ve magnezyum gibi elementler makro element olarak
adlandirilir. Bitkilerin az miktarlarda ihtiya¢ duydugu sodyum, klor, molibden, bakir,
bor, mangan, ¢inko, nikel ve demir ise mikro element olarak adlandirilir (Bayrakli,
1987). Makro ve mikro besin elementlerin eksikligi ya da fazlaligi bitkinin igsel
yapilarinda ve dis goriiniimiinde ¢esitli olumsuzluklara yol agar. Ornegin azotun (N)
eksikligi 6zellikle alt yapraklarin sararmaya baslamasina neden olurken, fazlalagmasi
ise bitkide vejetatif gelisimi olduk¢a hizlandirir. Magnezyumun (Mg) azalmasiyla
bitkide alt yapraklar tiimiiyle sararirken, yapragin damar boliimleri yesil kalmaya
devam eder. Kalsiyum (Ca) yoklugunda hiicre zar1 gegirgenligi 6zelligi bozularak

hiicre i¢indeki baz1 maddelerin disar1 sizmasina neden olur (Kadioglu, 2007).

Bitkilerde besin elementleri (mineral besinler) osmotik, yapisal ve biyokimyasal

olmak iizere birgok farkli fonksiyonu yerine getirmektedir. Ornegin bitkiler hiicre
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icerisindeki mineral konsantrasyonlarini, topraktaki besin ¢ozeltisinden ¢ok daha fazla
tutarak; hiicre i¢i osmotik basinglarini artirirlar. Elementlerin osmotik fonksiyonu
sonucu gerceklesen bu durumla; hiicreye su girisi saglanarak; bitkinin biiyiimesi,
stomalarin agilip-kapanmasi gibi birgok 6nemli olayin gerceklesmesi igin gerekli olan
turgor hali olusturulur. Bunun yaninda azot, kiikiirt, fosfor gibi elementlerin DNA,
RNA, enzim ve koenzim gibi birgok olayda kilit rol oynayan organik molekiillerin
onemli bir bileseni olmasi; kalsiyum gibi baz1 elementlerin hiicre ¢eperinin ve hiicre
zarmin yapisal Ozelliklerini ve fonksiyonlarini siirdiirmede aktif rol almasi
elementlerin yapisal fonksiyonu sonucunda gergeklesen durumlara ornektir.
Elementlerin biyokimyasal fonksiyonlar1 ¢ok cesitli olmakla beraber genel olarak
enzimlerin substrata etki etmesi icin katyon ihtiyacim (Ca*?, K* gibi) ve bazi
enzimlerin aktiflesebilmesi i¢in kofaktor (6rn:, K*, Ca*?, Mg*?, Cu*?, Fe*3, Mn*? gibi)
ihtiyacin1 karsilamasi; sentezi icin fosfata ihtiya¢ duyulan bilesiklerin solunum ve
fotosentez metabolizmasinda 6nemli rollere sahip olmasi 6rnek olarak verilebilir

(Kadioglu, 2007).

Kalsiyum, magnezyum ve potasyum elementleri bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in
oldukca 6nemli olan makro besinlerdendir. Kalsiyum hiicre boliinmesindeki 6nemli
gorevlerinden dolayr mitoz boliinmeyi etkilemektedir. Kalsiyum boéliinme sirasinda;
mitotik iplikleri ve bdliinme sirasinda olusan hiicre plaginin ara lamelinde kalsiyum
pektatlart olusturur. Ayrica hiicre zar1 ve lipit yapilarmin 6zelliklerini ve
fonksiyonlarini siirdiirmesine yardimci olmasi; bazi hormonal ve ¢evresel cevaplarda
sekonder mesajc1 roliinii iistlenmesi; ATPaz gibi baz1 enzimlerin aktivatorii olmasi
kalsiyumun ©nemli islevlerindendir. Kalsiyum eksikliginde mitoz boliinmede
aksakliklar meydana gelir, karbohidrat taginimi yavaslar; kok ve govde uglarindaki
meristematik dokular canliligin1 kaybeder. Buna bagli olarak kok ve govde biiyiimesi
durur, bitki bodur kalir. Magnezyum, klorofil yapisina katilan porfirin halkasinin
merkezinde yer almasindan dolay: klorofil sentezinde 6nemli bir elementtir. Ayrica
niikleik asit sentezi ve karbohidrat metabolizmasinda goérevli ¢ogu enzimin ve yine
fotosentezin karbon fiksasyonunda gorev alan bazi enzimlerin (rubilozdifosfat ve
fosfoenol piriivat karboksilaz) aktivatoriidiir. Diger bir fonksiyonu ise ribozom
organelinin yapisal olarak kararligin1 korumasina yardimci olmaktir. Potasyum ise
ozellikle stoma hiicrelerinin osmotik potansiyelini diizenleyerek stomolarin agilip

kapanmasini saglar. Ayrica bitkilerde bu elementin en ¢ok bulundugu yerin
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meristematik dokular olmasi, potasyumun peptit baginin olusumunu saglayan
enzimlerin aktivatorii oldugunu disiindiirmektedir. Ciinkii potasyum eksikliginde
bitkilerin normal seviyelerde protein sentezi yapamadigi ve bu yiizden karbohidrat

depo miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Kadioglu, 2007)

Dogada bulunan ¢cogu element bitki i¢in gerekli olsun ya da olmasin, bitkisel dokularda
yapilan analizlerde karsimiza ¢ikar. Bitkiler besin elementlerini alma konusunda ne
kadar secici olsalar da, yetisme ortamindan yararli besin elementlerini alirken, bitki
hiicrelerine pasif yolla gecebilen metalleri de biinyelerine katarlar (Dubey ve ark.,
2018; Morkunasve ark., 2018). Besin elementlerinden bazilar1 (0, C, H, P, K, N, S,
Mg, Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, Cl, B ve Mo) her bitki i¢in neredeyse gerekliyken; bazilari
ise (Co, Al, Na, Si, Ni ve V) belirli bitkilerde ya da belirli proseslerde gereklidir.
Bunun yaninda agir metal siifinda yer alip bitkiler i¢in besin elementi 6zelligi
gosterenler (Zn, Fe, Cu, Ni ve Mn gibi) oldugu kadar bitki i¢in gereksiz olan ve bitki
tarafindan alindiginda diisiik miktarlarda bile toksik etki gosterenler de (Al, As, Cd,
Cr ve Pb gibi) vardir (Dubey ve ark., 2018; Morkunas ve ark., 2018; Rahman ve ark.,
2018). Bir besin elementinin toksik etki gostermesi daha ¢ok esik degeri asip asmamasi
ile ilgilidir. Bitki biiyiimesi ve gelisimi i¢in mutlaka ihtiya¢ duyulan makro ve mikro
besin elementlerinin bile esik deger lizerindeki yiiksek miktarlar1 canli i¢in toksik
etkiler olusturmaktadir (Ghori ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2021; Yaashikaa ve ark.,
2022). Agir metal elementleri ise ister besleyici olsun ister olmasin diisiik dozlarda
bile (Pb, Cr, Ni, Hg gibi) canli organizmalar i¢in ¢ok zararli etkiler olusturabilmektedir
(Cobanoglu ve ark., 2023; Ghori ve ark., 2019; Isinkaralar ve ark., 2022; Jamla ve ark.,
2021). Bu yiizden bitkiler, ihtiya¢ duydugu mikro besin elementlerini esik degerde
tutabilmek ve gereksiz olan agir metallerle etkilesimini en aza indirmek i¢in ¢esitli

savunma mekanizmalar gelistirir (Dalvi ve Bhalerao, 2013).

Stres faktorlerinden, 6zellikle endiistri ve sanayi ¢alismalar ile ortaya ¢ikan cevresel
kirleticiler, asir1 glibreleme, toprak asitligi; toprakta ¢esitli agir metal elementlerinin
birikimini artirir ve bu birikim bitkilerin biiylime, gelisim ve fizyolojileri tizerinde
oldukga toksik etkiler olusturur (Kog, 2022b; Wild,1988). Bu toksik etkilerden biri de
makro ve mikro besin elementlerinin su yardimiyla hiicre i¢ine alinmasindaki
aksakliklardir ve buna bagl olarak da bitki biliylime ve gelisiminin kesintiye

ugramasidir (Kog ve ark., 2022; Mansoor ve ark., 2021).
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2.4. Aliminyum

Aliiminyum adin1 ilk kesfedildigi yer olan Alp’lerdeki Baukslar’dan almistir. Dogal
sartlarda kaolinler, feldspatlar, yaprak kayaglar1 ve kil mineralleri seklinde
bulunmaktadir (Kacar, 1972; Petrucci, 1985; Seving, 2003). Aliiminyum kolay
sekillendirilebilen, hafif (diisiik yogunluklu), elektrik ve 1s1 iletkenligi yiiksek, amfoter
ozellik gosteren, dis etkenlere (oksidasyon, korozyon gibi) ve degisik iklim sartlarina
kars1 dayanikli, renklendirilebilmesi kolay ve bakimi diisiik maliyetli bir metaldir. Bu
nedenle havacilikta, otomotivde, askeri ve elektronik uygulamalarda, panel ve igecek
kutularmin yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir (Martinez ve ark., 2017;
Rahimian ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2015).

Aliiminyum (Al) atom numarasi 13, atom agirligi 26,98 g/mol olan +3 degerlikli bir
metalik element olup periyodik cetvelin 3A grubunda yer alir. Oda sicakligindaki
yogunlugu ise 2,7 glcm®tiir (Senel ve ark., 2015). Agir metal tanimu fiziksel agidan,
yogunlugu 5 g/cm®den ve atom numarasi 20’den yiiksek metaller igin kullanilsa da;
biyolojik agidan genellikle gevre tlizerinde kirlilik olusturan ve toksik etkisi fazla olan
metaller i¢in de kullanilmaktadir (Duffus, 2002). Bu agidan bakildiginda
aliminyumun bazi formlarmin bitkilerde agir metal stresine neden oldugu

sOylenebilir.

Aliminyum, O: ve Si (Silisyum)’dan sonra diinyada en fazla bulunan ve bitki
beslenmesinde gerekli olmayan bir element olarak bilinir. Yer kabugu kiitlesinin ise
yaklasik %8’ini olusturur. Alliminyumun toksik forma doniigmesi daha ¢ok toprak
pH’sine bagh olarak almis oldugu formla ilgilidir. Aliiminyum, pH degeri 4,5-5’in
altinda olan asitli topraklarda en zehirli formu olan AI*® formunda (Al(H20)s")
bulunur. Aliiminyumun bu formu toprak suyu i¢inde ¢oziinebilme 6zelligi gosterir.
Coziinmiis aliiminyum bitkilerin kokleri tarafindan absorbe edilir ve bitkide cesitli
zararlara neden olur. Aliiminyum, nétr ya da bazik topraklarda ise suda ¢oziiniirligii
cok az olan Aliiminyum silikat veya Aliiminyum oksit formundadir. Bu formlar
bitkide ciddi bir hasara neden olmaz (Matsumoto, 2000; Matsumoto ve Motoda, 2013;
Sade ve ark., 2016).

Topraktaki asitlik orani arttik¢a, aliiminyumun ¢oziintirliigi de artar. Coziinmiis Al
konsantrasyonu genellikle 10-100 uM arasinda degisen asitli topraklar, bitkilerde
biiyiimeyi engelleyen énemli bir etkendir (Ciamporova, 2002; Foy, 1992). Bu durum,
toprakta Ca ve Mg eksikligi de varsa kendini daha da siddetli gosterir (Vitorello ve
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ark., 2005). Yapilan calismalar, genellikle 1 ppm iizerinde ¢éziinmiis aliiminyum
icerigi olan topraklarin bitkiler igin toksik etki olusturdugunu gostermistir. Bu
topraklarda yetisen bitkilerde biiyiime ve gelisim gerilikleri; iirlin veriminde azalmalar
oldugu tespit edilmistir (Kochian, 1995; Li ve ark., 2016; Li ve ark., 2000; Matsumoto,
2000; Sade ve ark., 2016; Vardar ve ark. 2006; Thornton ve ark. 1986).

Al toksisitesi asitli topraklarda bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in diinya ¢apinda temel
sorunlardan biri haline gelmistir (Ma, 2000; Nunes-Nesi ve ark., 2014; Poschenrieder
ve ark, 2008). Diinya iizerindeki, potansiyel ekilebilir alanlarin yaklasik %67’ sinin
(Abate ve ark., 2013; Von Uexkull ve Mutert, 1995); tarimi1 yapilan alanlarin ise
yaklasik %30-50’sinin dogal bir sekilde asidik 6zellik gosterdigi tahmin edilmektedir
(Kochian ve ark., 2004). Tiirkiye’de ise Karadeniz bdlgesinin topraklarinda dogal
yapisinda asidik 6zellik goriilmektedir (Ayaz, 2001; Vardar ve ark., 2011). Sekil 2.3
diinya topraklarindaki pH dagilimini gostermektedir.

Diinya iizerindeki topraklarin belirli bir boliimii dogal olarak asidik 6zellik gosterse de
cesitli gevresel etkenler ve endiistri faaliyetleri nedeniyle sonradan da asidik yapiya
doniisebilir. Sanayi kirliligi, egzost gazi, asit yagmurlarinin olusumu, su aritiminda
kullanilan kimyasal icerikler ve iriin verimliligini artirmak i¢in yiiksek dozlarda
kullanilan amonyum bazli giibreler topraktaki asitlik oranimi artirmakta ve Al
toksisitesine neden olmaktadir (Matsumoto, 2000; Vardar ve Unal, 2007; Wang ve
ark., 2006a; Wild,1988).

2.4.1. Aliiminyumun bitkiler iizerine etkileri
Aliiminyumun bitki {izerindeki toksik etkileri; bitkinin tiirline, yetistigi ortamin pH
degerine, Al iyonunun derisimine ve strese maruz kalinan siireye gore degiskenlik

gosterir (Delhaize ve Ryan, 1995).
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Sekil 2.3. Diinya topraklarindaki pH dagilimi (IGBP-DIS, 1998).

Bian ve ark. (2013) bitkilerde Al toksisitesinin neden oldugu etkileri morfolojik ve
fizyolojik olarak iki gruba ayirarak incelemistir. Bitki dokularinda stres sonucu
meydana gelen gorsel semptomlar morfolojik etkilere; metabolik ve islevsel
degisimler ve bunlara bagli olarak meydana gelen diger semptomlar ise fizyolojik

etkilere Ornek verilebilir.

Al toksisitesinden ilk etkilenen bitkisel organ koktiir (Hasenstein ve Evans, 1988). Kok
uclar1 aliminyum iyonlarimi alma mekanizmasinda ve birikiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Alliminyuma maruz birakilan koklerin anatomik yapisi incelendiginde,
ozellikle kok korteksinde yer alan hiicrelerin (epidermis ve parankima hiicreleri)
kontrol gruplarina gore hiicre uzunluklarinda azalma, hiicre ¢aplarinda ise artma tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda bu hiicrelerin primer ¢eper yapisinin, fenolik bir bilesik olan
ligninin katilmas1 sonucu sekonder c¢eper yapisina doniistiigii belirtilmistir. Birgok
arastirmact tarafindan bu durumun kok uzamasmi baskiladigr diisiiniilmektedir.
(Delhaize ve Ryan, 1995; Matsumoto ve ark., 1996; Sasaki ve ark., 1996; Vardar ve
ark., 2011). Ayn1 zamanda, aliiminyumun, kék solunumunu engelledigi, sitokininlerin

sentezini ve tasinmasini azalttig1 bilinmektedir (Ashenef, 2014).

Bitki tarafindan absorbe edilen aliiminyumun bir boliimii, kok sapkasi ve meristematik

alandan gecis yaparken biiyiik bir boliimii epidermisten ve korteksten igeriye gecerek
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apoplastik ve simplastik hedeflerle etkilesir (Rout ve ark., 2001). Bunun sonucunda
kok apeksinin morfolojisi degisime ugrar. Kisalma, kalinlagsma, sisme ve ¢atlama gibi
durumlarla birlikte kokte dallanmalar ve kok tliylerinde azalmalar gozlenir
(Ciamporové, 2002; Vardar ve ark., 2006; Vardar ve ark., 2011). Sekil 2.4 Al’un kok

biiylimesi ve yapisi lizerindeki etkisi gosterilmistir.

Sekil 2.4. Aliiminyum toksisitesi sonucu zarar gérmiis kok (A) ve kok ucu (B) ile
saglikli kok (C) ve kok ucu (D) (Delhaize ve Ryan., 1995).

Toksik Al iyonlar1 koke ulastiginda ilk etkilesime gectigi yer hiicre ¢eperidir (Singh
ve ark., 2017). Aliiminyum iyonlar1 genellikle hiicre ¢eperindeki pektin matriksinin
negatif yiiklii olan karboksil gruplariyla bag kurar (Blamey ve ark., 1993). Pektinle
yapilan bu ¢apraz baglar hiicre ¢eperinin sertligini artirir (Eekhout ve ark., 2017;
Zhang ve ark., 2014).

Al aynm1 zamanda hiicre zarmin lipitlerine baglanarak zarin elektriksel potansiyelini
degistirir ve zarda pozitif yiiklii bir tabakanin olugsmasini saglar. Bu durum hiicrenin
cesitli iyonlara kars1 segici gecirgenliginde bozulmalara yol agarak hiicrenin katyon
degisim kapasitesini etkiler (Kochian ve ark., 1991; Zhao ve ark., 1987). Kok
hiicrelerinin zarinda iyon tagimakla gorevli olan kanal proteinlerinin fonksiyonlar
bozulur. Mg*2, K* ve Ca*? gibi baz1 katyonlarin kokten alinimi azalirken, cesitli
anyonlarin alinimi artar. Boylece bitki topraktan gerekli olan besin elementlerini
alamaz duruma gelir (Bose ve ark., 2011; Hufnagel ve ark., 2018; Jones ve ark., 2006;
Zhang ve ark., 2007).
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Arastirmacilar 6zellikle aliiminyumun, 6nemli bir fosfolipit ¢esidi olan fosfatidil kolin
yiizeyine baglanma ¢ekim giiciiniin Ca iyonlarina gore ¢ok daha fazla oldugunu
saptamislardir (Kochian ve ark., 1991; Zhao ve ark., 1987). Bu nedenle aliiminyumun
hiicre zarindan igeri ge¢mesiyle, hiicrenin i¢indeki Ca dengesinin bozuldugu ve
ozellikle inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) olmak {izere inositol fosfat seviyesinin diistiigl

gozlenmistir (Rengel, 1992).

Al toksisitesi sebebiyle kalsiyum kitligi ¢eken bitki yapraklarinin kiigiik ve kivrimli
olustugu; yaprak biiyiimesi ve yeniden yaprak olusturma 6zelliklerinde ise azalmalar
oldugu goriilmiistiir (Tok, 1996). Al toksisitesinin; toplam yaprak sayisini ve stomatal
aciklig1 azalttigi, siirglin biyokiitlesinde gerilemeye neden oldugu belirtilmektedir.
Ayrica bitkinin ¢ogu kisminda anatomik ve yapisal deformasyonlara; nekroz ve kloroz
gibi olumsuzluklara neden olmaktadir. Bitki hiicrelerinde kloroz nedeniyle fotosentez
aktivitesi diisiis gosterir (Vardar ve ark., 2018). Arpa, bugday, misir ve ¢avdar gibi
tarim bitkilerinin yaprak fotosentez hizinin aliiminyumun etkisiyle diistiigi
belirtilmistir (Dawood ve ark., 2012; Silva ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2017).
Bugdayla ilgili yapilan bir calismada yapraklarda gerceklesen Al kaynakli fotosentez
inhibisyonuna; fotosistem Il (FS II) merkezinin kapatilmasi, fotosentetik elektron
tasima sisteminde yasanan aksakliklar ve tilakoit zarda gerceklesen asitlesme neden

olarak gosterilmektedir (Moustakas ve ark., 1995).

Aliiminyum bir¢ok bitkide DNA replikasyonunu yavaglatarak hiicre boliinme hizini
azaltir (Eekhout ve ark., 2017). Hiicre ¢ekirdeginde yiliksek oranda bulunan negatif
yiikli fosfatlar, pozitif yiiklii aliminyum iyonlarinin ¢ekirdege dogru ilerleyerek
burada birikmesine neden olur. Aliiminyum iyonlari burada kromozomal DNA ile
etkilesime gecerek mitoz boliinmenin inhibisyonuna neden olur (Matsumoto, 2000;
Vardar ve ark., 2011). Arastirmacilar, yapilan birgok ¢alismada Al’a maruz birakilmis
bitki koklerinde ilk 30 dakikada DNA molekiiliinde hasar ve fragmentasyonlara
rastlamiglardir (Vardar ve ark., 2016).

Aliiminyum toksisitesinin 6nemli bir sonucu da AOT (Aktif Oksijen Tiirii) miktarini
artirarak bitkilerde oksidatif strese neden olmasidir. Hiicrede biriken AOT lipid
peroksidasyonu ve hiicre membraninin zarar gormesi gibi bircok hiicresel olayi
tetikler. Yapilan bir ¢alismada arpaya (Hordeum vulgare) Al uygulanmasi sonucu

AOT miktarinin arttig1 ve bitkinin oksidatif strese girdigi gézlenmistir. Ayrica arpada
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Al kaynakli programli hiicre 6liimii yogunlugunda artis oldugu tespit edilmistir (Pan
ve ark., 2001).

2.4.2. Aliiminyum toksisitesine karsi gelistirilen cevaplar
Diinya genelindeki asitli toprak miktar1 diisiiniildiiglinde tarim arazilerindeki bitkisel
verimi ve kaliteyi artirmak i¢in aliiminyuma direncli, tolerans mekanizmasi gii¢lii olan

bitkilerin tespit edilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Kochian ve ark. (2015) bitkilerin aliiminyum toksisitesine karsi gelistirmis olduklari
direnclilik mekanizmalarini ikiye ayirarak incelemistir. Birincisi (dissal mekanizma)
aliiminyumun kok simplastina girisinin engellenerek disarida tutulmasidir. ikincisi
(icsel mekanizma) ise aliiminyumun toksik etkilerinin hiicre icerisinde elimine
edilmesidir. Her iki mekanizma i¢in de bitki tarafindan iiretilen organik asitlerin
onemli rollere sahip oldugu tespit edilmistir (Barcelé ve Poschenrieder, 2002; Ma ve

ark., 2014).

Aliiminyum uygulamasina maruz birakilan birgok bitki tiirii, tepki olarak koklerinden
cesitli organik asitler salgilar. Kok rizosferinde ¢ozlinmiis halde bulunan Al iyonlari,
bu organik asitlerin karboksil gruplart ile tepkimeye girerek bitki icin zararsiz olan
kompleks bilesiklere doniistir (Ryan ve ark., 1993). Organik asitlerle aliminyumun bu
sekilde selatlanmasi, Al iyonlariin kok hiicre ¢eperine ve hiicre zarina baglanmasin
engeller (Vardar ve Unal, 2007). Bunun yaninda simplastik ve apoplastik kisimlarda
toksik Al iyonlarinin birikmesi ve kokte kompleks selat olusumunun kok rizosferinden
disar1 sizmasini 6nlemek i¢in bitki kokleri tarafindan miisilaj kilif olusturulmasi da
onemli mekanizmalardan biridir (Barceld ve Poschenrieder, 2002; Vardar ve Unal,
2007). Ayrica organik asit disinda karboksilat, fosfat, ¢esitli fenolik maddeler,
pektatlar ya da mukopolisakkaritlerin de aliiminyum iyonlar ile giiclii kompleks

bilesikler olusturdugu tespit edilmistir (Marschner, 1995; Winkler ve ark., 1986).

Topraktaki toksik miktarda ¢oziinmiis Al iyonlarina kars1, kokler tarafindan salgilanan
organik asit cesitleri bitkilerin aliiminyuma tolerans durumuna gore degisiklik
gosterebilir. Malat ve sitrat bitkilerde en ¢ok rastlanilan organik asitlerdendir (Vardar
ve Unal, 2007). Ornegin yapilan c¢alismalarda aliiminyuma toleransli olan bugday
cesitlerinin malat (Ryan ve ark., 2010); baklagillerin ise sitrat (Yang ve ark., 2007)
salgiladigr goriilmustiir. Yapilan caligmalarda eksojen olarak uygulanan organik

asitlerin, aliminyumun neden oldugu koék biiylime sorununu ve hiicre iizerindeki
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toksik etkiyi azalttigi bildirilmistir (Li ChaoSu ve ark., 2006; Metwally ve ark., 2003;
Yang ve Zhang, 1998).

Toksik aliiminyum iyonlarinin zararl etkilerinin azaltilmasinda, hiicre ¢eperinde Al
iyonlarmin baglandig1 baz1 bilesiklerin igerik olarak azaltilmasinin da etkili
stratejilerden biri oldugu soOylenebilir. Piringle yapilan bir ¢alismada amonyum
uygulamasinin kok hiicre ¢eperindeki pektinleri azalttigi; bu azalisla beraber hiicre
¢eperinde Al iyonu birikiminin de azaldig1 gézlenmistir (Wang ve ark., 2015). Aym
strateji Arabidopsis koklerinde bulunan hemiseliiloz igerigi i¢in de gegerlidir (Yang ve
ark., 2008, 2011).

Yiiksek yapilt bitkilerin aliiminyum toksisitesine karsi gelistirmis oldugu igsel
mekanizmalarda ise hiicre i¢ine giren toksik Al iyonlar1 vakuollerin igerisinde ya da
apoplastta biriktirilir. Organik asit anyonlari, fenolik maddeler ve silikon gibi ligantlar;
aliminyum iyonlar ile stabil ve zararli olmayan kompleks bilesikler olusturur. Bazi
bitki tiirlerinin yaprak ve govdelerinde yiiksek miktarlarda aliminyum birikimi bu

sekilde ortaya ¢ikmistir (Barceld ve Poschenrieder, 2002; Ma ve ark, 2014).

Bunun yaninda Al toksisitesine kars1 gelistirilen diger bir cevap; askorbat peroksidaz
(APOD), guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (KAT) gibi antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artistir.
Aliiminyumun uyardig1 genlerin iirlinii olan bu antioksidant enzimler, hiicrede toksik
Al iyonlariin neden oldugu aktif oksijen tiirlerinin (AOT) zararlarin1 azaltmaya caligir
(Wang ve Yang, 2005; Zhang ve ark., 2010). Antioksidant enzim artiginin Al
toksisitesi ile olan iliskisinin anlasilmasi amaciyla yapilan g¢alismalar sonucunda,
Al’un bugday (Cruz-Ortega ve ark., 1997; Snowden ve ark., 1993), Arabidopsis
(Richards ve ark., 1998) ve tiitiinde (Ezaki ve ark., 2008) yirmiden ¢ok geni uyardigi
tespit edilmistir. Bu genler, farkli cevresel streslerin (fosfat eksikligi, farkli metallerin
toksisitesi, ozon stresi ve oksidatif stres gibi) etkisiyle uyarilanlara benzemektedir
(Richards ve ark., 1998). Ezaki ve arkadaslar1 (2000), transgenik Arabidopsis ile
yaptiklar1 ¢aligmada aliiminyumun indiikledigi genlerin, bitkiyi Al stresiyle beraber
oksidatif stresin etkilerinden de koruyabildigini bildirmislerdir. Soya fasulyesiyle
yapilan bir calismada Al stresinin katalaz aktivitesinde (KAT) azalmaya; peroksidaz
(POD) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimlerinin aktivitelerinde artiga sebep oldugu
raporlanmistir (Cakmak ve ark., 1991). Tiitiin bitkisi kullanilan diger bir ¢alismada ise
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Al stresinin bitki hiicrelerinde POD enziminin aktivitesini artirdigi bildirilmistir (Ezaki

ve ark., 1995).

2.5. Bitkilerde Oksidatif Stres

Bitkilerde agir metal toksisitesinin neden oldugu 6nemli zararlardan biri de; aktif
oksijen tiirlerinin (AOT) kontrolsiiz bir sekilde artisina bagli olarak oksidatif strese

neden olmasidir (Uysal, 2007; Ayhan, 2006).

Aktif oksijen tiirlerinin (AOT) kaynagi atmosferik oksijendir (O2). Bitkiler dahil tiim
aerobik canlilarda enerji metabolizmasinin temel unsuru olan oksijen, 6zellikle bazi
stres kosullar1 altinda canli i¢in toksik etkileri olan potansiyel bir tehlikeye
dontismektedir (Alscher ve ark., 1997). Normal kosullarda yasayan bitki hiicrelerinin
thtiya¢ duyduklar: enerjiyi oksijeni suya tam olarak indirgeyerek saglarlar. Oksijenin
suya tam olarak indirgenemedigi durumlarda ise oldukca reaktif olan AOT’ler olusur.
Bunun sebebi serbest radikal olarak oksijenin, temel durumdayken (O2) eslenmemis
iki elektronu sayesinde su disindaki diger molekiillerle de kolayca elektron aligverisi

yaparak indirgenebilmesidir (Dat ve ark., 2000).

Bitkilerde serbest radikal olarak AOT’ler; membrana bagli elektron iletim aktiviteleri
dahil (Cakir, 2007), kloroplast (fotosentez sirasinda), mitokondri (solunum sirasinda)
ve peroksizom gibi organellerde birka¢ metabolik yolla ara iirlin olarak agiga ¢ikar
(Van Breusegem ve Dat, 2006). Bu serbest radikaller, metabolik tepkimeler sirasinda
radikal olmayan bir atom veya molekiilden elektron ayrilmasi ya da elektron eklenmesi
sonucu olusmaktadir. Eslesmemis elektron ya da elektronlar i¢cerdikleri i¢in de olduk¢a
reaktiftirler. Reaktif olan bu molekiiller, baska molekiillerle elektron alisverisi
yapabildigi i¢in hiicrede indirgeyici veya yiikseltgeyici olarak rol {istlenirler (Flora,
2007)

Singlet (tekli) oksijen (*O), siiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit (H.02) ve
hidroksil radikali (OH") hiicre iginde sik goriilen aktif oksijen tiirlerindendir.
(Gutteridge ve Halliwel, 1990). Atmosferik oksijen, enerji transferi ile cesitli
AOT’lerin olugmasini saglar (Sekil 2.5). Atmosferik oksijenin, bir elektronunu vererek
indirgenmesiyle siiperoksit radikali olusurken; ekstradan enerji alip kendi doniis
yOniiniin tersi yoniinde farkli bir yoriingeye yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur.
Stiperoksit anyonunun dismutasyon gecirmesi ile hidrojen peroksit aciga ¢ikar.

Hidrojen peroksit de Fenton reaksiyonuyla Fe*? ile etkilesime girerek hidroksil
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radikalini agiga cikartir (Biiylikve ark., 2012; Das ve Roychoudhury, 2014; Mittler,
2017)

Singlet oksijen  Dioksijen  Siiperoksit radikali  Peroksit iyonu
e - e
9, «— 0, —> 0,y — o,

2H'1
Fe?*
H,0, ———> OH'

Hidrojen peroksit I Hidroksil radikali

H,0, + Fe?*=—>0H "+ OH"+ Fe**

Sekil 2.5. Atmosferik oksijenden farkli AOT’lerin olugmasi (Mittler, 2017).

AOT’ler, optimum kosullar altinda gelisim gosteren bir bitkide bazal seviyelerde de
olsa yan iiriin olarak aciga ¢ikar, ancak bu durum 6nemli bir sorun olusturmaz. Bitki
hiicreleri sahip oldugu farkli antioksidant mekanizmalarla, bazal seviyedeki AOT leri
hizlica etkisiz hale getirir ve boylece AOT’lerin hiicrede neden olabilecegi hasarlardan
kendini korur. Fakat agir metal, kuraklik, tuzluluk gibi stres kosullari altinda hiicredeki
AOT miktar1 hizla artmaya baglar. AOT lerin iiretilmesi ve AOT’lerin antioksidant
mekanizmalar tarafindan etkisiz hale getirilmesi arasindaki denge bozulur. Belirli bir
AOT miktart agildiginda ise toksik etki gostererek bitkide oksidatif strese neden olur
(Das ve Roychoudhury, 2014; Ishtiyaq ve ark., 2018).

AOT’lerin kontrolsiiz artis1; hiicre ve organel zarlarinda lipit peroksidasyonuna,
protein yapili molekiillerin oksidasyonuna, enzimlerin inhibisyonuna, klorofil
pigmentleri ve niikleik asitler gibi biyomolekiillerin zarar gérmesine neden
olmaktadir. Bu olumsuz durumlarin giderilememesi sonucunda ise programli hiicre
oliimleri (apoptozis) gerceklesmektedir (Biiylik ve ark., 2012; Cakir, 2007; Smirnoff,
1993). Ozellikle lipid peroksidasyonu sonucunda olusan MDA (malondialdehit),
oksidatif stres diizeyinin temel belirteci olarak kabul edilir (Juknys ve ark., 2012;
Verma ve Dubey, 2003). MDA, hiicre membranindaki iyon aligverisini etkileyerek
iyon gecirgenligini (Ca*?, Na") artirir, enzimatik degisikliklere, membran

biitiinliigiiniin bozulmasina sebep olur (Montillet ve ark., 2005).

22



Stres altinda yiiksek miktarlardaki AOT bitkiler i¢in biiyiik tehdit olustursa da; diisiik
konsantrasyondaki AOT’lerin bitkide stres cevabinda ve savunma yollarinin
aktiflestirilmesinde sekonder mesajci (sinyal iletim molekiilii) olarak da rol oynadig:
belirtilmistir (Uysal, 2007). AOT’lerin hasar verici ya da koruyucu sinyal iletim
molekiilii olarak islev gormesi; AOT’nin olusumu ile yok edilmesi arasindaki
dengenin dogru yerde ve zamanda yapilmasiyla iligkilidir (Gratéo ve ark., 2005; Qamer
ve ark., 2021). Bu dengede bir aksama goriiliir ve AOT miktar1 asir1 artarsa diger
antioksidant mekanizmalar devreye sokularak bu aksaklik giderilmeye ¢aligilir (Cakur,
2007).

2.6. Bitkide Antioksidant Sistem

Bitkilerin oksidatif stres altinda, AOT’leri kontrol altinda tutmak ve AOT lerin toksik
etkilerinden korunmak i¢in gelistirmis olduklari savunma sistemine, antioksidant
sistem denmektedir. Antioksidant sistemde gorev alan molekiiller ise antioksidant
olarak adlandirilir (Biiyiik ve ark., 2012; Elliott, 1999; Soydam Aydin ve ark., 2012).
Antioksidantlar, diisiik seviyelerde de oksidasyon yapabilen ve bagka bir substratin
oksidasyonunu elektron aktarimiyla inhibe edebilen, yani oksidasyonla miicadele
edebilen molekiillerdir (Soydam Aydin ve ark., 2012). Antioksidant molekiiller,
enzimatik olan ve enzimatik olmayan olmak iizere iki grupta incelenir (Hasanuzzaman

ve ark., 2020b; Scandalios, 1997; Mohammadi ve ark., 2021).

Enzimatik olan antioksidantlar daha c¢ok hiicre zar1 ve organelleri AOT nin zararl
etkilerinden korumaktadir (Uysal, 2007). Enzimatik olmayan antioksidantlar ise
membranla iligkili olup lipitte ¢oziliniir 6zellik gosterir ve diisiik molekiiler agirliga
sahiptir (Soydam Aydin ve ark., 2012; Singh ve ark., 2007). Siiperoksid dismutaz
(SOD), katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APOD), guaiakol peroksidaz (GPOD),
glutatyon peroksidaz (GPOX), glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) ve monodehidroaskorbat rediikktaz (MDHAR) enzimatik olan
antioksidantlardir (Scandalios, 1997). Askorbik asit (vitamin C), o-tokoferoller
(vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesikler ise enzimatik olmayan

antioksidantlardandir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.1. Enzimatik antioksidantlar
Stiperoksid dismutaz (SOD), tiim aerobik organizmalarda en etkili antioksidant

enzimlerdendir. Bitki hiicrelerinde AOT’lere karsi ilk savunma hattim
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olusturmaktadir. Siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler
oksijene (O2) donilismesini dismutasyon reaksiyonuyla katalizler (Karuppanapandian
ve ark., 2011; Mehla ve ark., 2017). SOD ile siiperoksit radikalinin detoksifiye
edilmesi Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla hidroksil iyonu radikalinin iiretilme
ihtimalini disiiriir (Berwal ve Ram, 2018). SOD’nin katalizleyerek baslattigi bu
reaksiyon, siiperoksit radikalinin enzimatik olmayan detoksifikasyonuna goére 10.000
kat daha hizlidir (Kliebenstein ve ark., 1999). Aktif bolgelerindeki metal kofaktoriine
gore li¢ farkli izozimi olan SOD ‘ler hiicrelerin kloroplast, mitokondri, peroksizom ve
sitozol gibi farkli boliimlerinde islev gormektedir (Del Rio ve ark., 2018). Fe-SOD
izozimi kloroplast, Mn-SOD izozimi mitokondri ve peroksizom, Cu/Zn-SOD izozimi
ise kloroplast, peroksizom, sitozol ve hiicreler arasi boslukta bulunmaktadir (Alscher
ve ark., 2002). Cesitli calismalarda, bitkilerin abiyotik stres karsisinda SOD
aktivitelerini artirdig: bildirilmistir (Armendariz ve ark., 2016; Dogru, 2014; Yin ve
ark., 2008). SOD aktivitelerindeki artis  bitkilerin g¢ogunlukla strese Kkarsi

toleranslarinin artmasiyla iliskilendirilmistir (Dar ve ark., 2017).

Askorbat peroksidaz (APOD), gelismis bitkiler de dahil olmak {izere bir¢ok dkaryotta
AOT seviyelerinin kontrol altinda tutulmasini saglayan en etkili antioksidant
enzimlerden biridir (Anjum ve ark., 2016). APOD, bitki hiicrelerinde su-su ve
askorbat-glutatyon  (AsA-GSH) dongiisiiniin =~ bir  bileseni olup H202’nin
parcalanmasinda gorevlidir (Noctor ve Foyer, 1998). APOD bitkilerde sitozol,
mitokondri, peroksizom ve kloroplast gibi ¢esitli hiicresel kisimlarda gorev alir
(Anjum ve ark., 2016). Farkli izozimleri olan APOD’ler, kloroplastin tilakoid
membranlarinda (tAPOD) ve glioksizom membranlarinda (gmAPOD) membrana
bagli olarak; kloroplastin stromasinda (sAPOD), mitokondride (mitAPOD) ve hiicre
sitoplazmasinda (cAPOD) ise ¢6zlinmiis sekilde bulunur (Noctor ve Foyer, 1998).

APOD, SOD enziminin katalizledigi reaksiyon sonucu olugsan H2O2’nin su ve oksijene
kadar yikilmasinda gorev alan askorbat-glutatyon dongiisiinlin birinci enzimidir
(Asada, 1999). APOD, bu reaksiyonda indirgeyici molekiil olarak askorbati kullanir.
Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve mono dehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR)
enzimleri ise askorbatin yenilenmesini saglar. Bu islem sirasinda MDHAR
NADPH’yi, DHAR ise glutatyonu indirgeyici molekiil olarak kullanir (Bowler ve ark.,
1992; Jiménez ve ark., 1998; Noctor ve Foyer, 1998). Glutatyon rediiktaz (GR) ise bu

dongiisiiniin son enzimi olarak ¢alisir ve elektronunu vererek okside olmus glutatyonu
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NADPH’nin yardimiyla indirgemekten sorumludur (Asada, 1999). Indirgenen
glutatyonun elektronlart APOD enziminin H,O,’yi pargalamasinda kullanilir. Ozetle
APOD, GR, MDHAR ve DHAR H>0O’nin detoksifikasyonunda goérev alir (Sekil 2.6).
Bitkilerde H>O2’nin par¢alanmasindan sorumlu olan diger bir enzim ise guaiakol
peroksidazdir (GPOD). Bu enzim bitkilerde biyotik stres faktorleri altinda antioksidant
olarak iglev gérmekle birlikte indol-3-asetik asit adl1 bitkisel hormonu parcalamada ve

hiicre ¢eperlerindeki lignin biyosentezinde de etkilidir(Asada, 1999).

APOD’un H202’ye olan ilgisi guaiakol peroksidaz (GPOD) ve katalaz enzimlerine
gore daha yiiksektir (Canavar, 2018). Yapilan bir calismaya gore bezelyede
kadmiyum stresi kontrol grubuna gére APOD aktivitesini %180 oraninda, nikel stresi
ise %50 oraninda artirmistir (EI-Amier ve ark., 2019).

=77 L
GST/GPX \4( wm GSSG | == MDHAR

DHAR m— DHA

Sekil 2.6. Askorbat-glutatyon dongiisii (Hasanuzzaman ve ark., 2020a).

Katalaz (KAT), hidrojen peroksidin su ve oksijene doniisiim reaksiyonlarini katalize
etmektedir (Sharma ve ark., 2012). KAT ozellikle peroksizomlarda (%80); yag
asitlerinin B-oksidasyonu, plirin metabolizmas1 ve fotorespirasyon sirasinda agiga
c¢ikan hidrojen peroksitin zararsiz hale getirilmesinde gorev almaktadir. Bir molekiil
KAT dakikada yaklasik 6 milyon H2O2’yi parcalayabilir (Baykal, 2006; Polidoros ve
Scandalios, 1999). Ayrica bazi bitkilerde mitokondri, kloroplast ve sitoplazmada da
KAT’a rastlanmistir (Anjum ve ark., 2016; Leung, 2018; Pan ve ark., 2022;
Scandalios, 1990). Katalaz, ortamda H2O’nin derisimi diisiikse (<10° M)

peroksidatif; H2O2 nin derigimi yiiksekse katalitik 6zellik gostermektedir. Bununla
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birlikte ekspresyon ozelliklerine gore farkli siniflara ayrilan katalazlara; fotosentetik
dokularda (Smif I KAT), vaskiiler dokularda (Smif II KAT) ve reprodiiktif dokularda
(Smaf III KAT) rastlamak miimkiindiir (Pan ve ark., 2022). Metal toksisitesinin,
katalaz dahil tiim antioksidant enzimler iizerine etkisini; bitkinin tiirii, yas1 doku ¢esidi,
metal ¢esidi ve konsantrasyonu gibi faktorlerle strese maruz kalma siiresi belirler

(Anjum ve ark., 2016).

2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidantlar

Askorbik asit (AsA, Vitamin C), su i¢inde ¢dziinebilen bir vitamin olup en etkili AOT
temizleyicilerinden biridir. Bunun nedeni antioksidant savunma sisteminde enzimatik
ve enzimatik olmayan bir¢cok reaksiyonda ihtiya¢ duyulan elektronu vererek
indirgeyici roliinii iistlenmesidir (Smirnoff, 2000). Indirgenmis formdaki askorbik
asitin kisa siire iginde yeniden rejenerasyonu ¢ok onemlidir. Ciinkii okside halde
bulunan askorbik asitin yapisi hizli bir sekilde bozulur. Bitki hiicrelerinde mitokondri,
askorbik asitin iiretilmesinde ve rejenerasyonunda en 6nemli rolii listlenen organeldir
(Szarka ve ark., 2007). Bununla birlikte askorbik asit, sliperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil gibi AOT’leri etkisiz hale getirerek hiicreyi koruma altina alir. Tokoperoksi
radikallerinden a-tokoferol olusturarak, membranlari serbest radikallerin verebilecegi
olas1 zararlardan korur. Violoksantin deepoksidaz enziminin kofaktorii olarak ¢alisir.
Absorbe edilen asir1 151k enerjisinin tiikketilmesini saglayarak fotosentetik birimlerin
zarar gormesini engeller (Smirnoff, 2000). Hiicredeki askorbik asitin %30-40 oraninda
kloroplast organelinde yer aldig1 ve kloroplastin stromasinda seviyesinin 50 mM’a
ulasabilecegi rapor edilmistir (Foyer ve Noctor, 2005). Yaprakta bulunan askorbik asit
oraninin, bitkilerin stres kosullarina toleransiyla iligkili oldugu belirtilmistir. Yapilan
bir ¢alismada askorbik asit oran1 ¢ok olan kavak ve tiitiin bitkilerinde oksidatif stresin

daha az oldugu bildirilmistir (Aono ve ark., 1993; Foyer ve ark., 1994).

Glutatyon; glutamin, sistein ve glisin amino asitlerin birlesmesiyle meydana gelen bir
tripeptittir. Bitkinin biitiin hiicrelerinde bulunabilen glutatyona hiicrenin; sitoplazmasi,
endoplazmik retikulumu, vakuolii, mitokondrisi, kloroplastti, apoplastti ve
peroksizomlarinda rastlanilabilir (Jiménez ve ark., 1998; Mittler ve Zilinskas, 1992).
Bitkilerde glutatyonun antioksidant olarak islev goérebilmesi i¢in indirgenmis formda
olmas1 gerekir (Meyer, 2008). Tekli oksijen (1O2), hidrojen peroksit (H.02) ve
hidroksil radikali (OH") gibi AOT’lerin potansiyel temizleyicisi olmasinin yaninda
(Briviba ve ark., 1997; Larson, 1988; Noctor ve Foyer, 1998), stres kosullar1 altinda
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baz1 genlerin ekspresyonunda ve askorbat-glutatyon dongiisiinde gorev almaktadir
(Mullineaux ve Rausch, 2005; Rausch ve Wachter, 2005; Xiang ve ark., 2001). Cok
yonlii fonksiyonlara sahip olan glutatyon ayrica bitkilerde; siilfat ve amino asit
tagimimini, sinyal iletimini, metabolitlerin baglanmasi ile ksenobiyotiklerin yikimini
saglar (Onat ve ark., 2002). Apoptosis olayinda ve patojen direncinin kazanilmasinda
etkilidir (Khan ve Singh, 2008). Enzim regiilasyonu ve agir metal toksisitesi altinda
fitoselatin yapimi gibi bir¢ok 6nemli olayin gergeklesmesinde rol oynar (Mullineaux
ve Rausch, 2005; Rausch ve Wachter, 2005; Xiang ve ark., 2001).

a-tokoferol (Vitamin E), yagda ¢oziinme 6zelligi gosteren hidrofobik bir antioksidant
cesididir. AOT’lerin ve lipid radikallerinin detoksifikasyonunda rol oynayarak
fosfolipitlerin peroksidasyonunu ve hiicre membranlarinin zarar gormesini engeller
(Gey ve ark., 1991; Hollander-Czytko ve ark., 2005). Ozellikle kloroplastin tilakoid
membranlarinda konumlanan a-tokoferoller, 102’yi detoksifiye ederek membranin
stabilizasyonunu saglamaya yardimci olur. Ayrica bitkilerde bulunan tokoferol
izomerleri (a-, B-, y- ve 6-) arasinda sadece a-tokoferoller li¢ metil grubuna sahiptir ve
bu ozelliginden dolay1 en kuvvetli antioksidant olarak kabul edilmektedir (Kamal-
Eldin ve Appelqgvist, 1996). Yapilan bir ¢alismada, 1 molekiil a-tokoferoliin yaklagik
120 tane 02 molekiiliinii kisa bir siire i¢inde etkisizlestirerek lipidlerin otooksidasyon
hizin1 yavaglattig1 rapor edilmistir (Munné-Bosch, 2005). Yapilan diger bir ¢alismada
oksidatif stres altindaki Chlamydomonas reinhardtii’nin fotosentetik aktivitesini
koruya bilmesi i¢in yliksek miktarlarda a-tokoferole ihtiyag oldugu belirtilmistir
(Trebst ve ark., 2002). Farouk (2011), tuz stresinin bugday yapraklarinda neden oldugu

senesensin, a- tokoferol ile yavaslatildigini tespit etmistir.

Karotenoidler, turuncu, sar1 ve kirmizi renklerini veren kloroplast ve kromoplast
organellerinin zarlarinda bulunan dogal pigment yapisindaki antioksidantlardandir
(Bartley ve Scolnik, 1995). Bitkilerde en ¢ok bulunan tiirevi ise vitamin A’nin oncii
maddesi olan [-karotendir. Lipidlerde ¢0Oziiniir 6zellik gosteren karotenoidler,
antioksidant savunma sisteminin bir parcasi olmakla beraber birgok onemli islevi
yerine getirir (Siefermann-Harms, 1987). Ornegin iiclii uyarilmis klorofil molekiiliinii
(klo3), singlet oksijen ve fotosentez sirasinda agiga c¢ikan diger AOT leri detoksifiye
eder ve lipid peroksidasyonunu azaltarak fotosentetik aygiti 15181n etkisiyle ortaya
cikabilecek zararlardan korur (Collins, 2001). Ayrica absorbe ettigi 151k enerjisini

klorofil pigmentine transfer ederek fotosentetik aktivitenin artmasini saglar. Bununla
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birlikte bitki tarafindan absorbe edilen fakat kullanilamayan asir1 151k enerjisini ortama
1s1 olarak verir ve boylece hiicreyi asir1 151k enerjisinin verebilecegi olast zararlardan
korumus olur (Siefermann-Harms, 1987). Karotenoidler tilakoid zardaki ve 1sik
toplayici komplekslerdeki proteinlerin stabilizasyonunu saglamada da gorev alir

(Niyogi ve ark., 2001).

Fenolik bilesikler, en 6nemli dogal antioksidant gruplarindan olup bitkilerin tim
boliimlerinde goriilebilen polifenolik komponentlerdir. Bitkisel fenoliklerden en
yaygin olani basta flavonoidler olmak iizere sinnamik asit tiirevleri, kumarinler,
tokoferoller ve fenolik asitlerdir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Harborne ve
Williams, 2000; Merken ve ark., 2001; Shahidi ve Naczk, 1995; Silva ve ark., 2000).
Flavonoid bilesikler direkt olarak hidrojen peroksiti temizlemektedir (Gechev ve
ark.,2006). Bitki fenoliklerinin antioksidant olarak islev gormesi redoks
ozelliklerinden kaynaklanir. Bu nedenle indirgeyici ajan, hidrojen verici, singlet
oksijen Onleyici ve metal selasyonu yapici olarak etki eder (Packer ve ark., 1999;

Summanen ve ark., 2001)

2.7. Klorofil a Floresansi

Fotosentez, stres faktorlerinden en ¢ok etkilenen fizyolojik olaylarin basinda gelir. Bu
sebeple fotosentez stresle ilgili yapilan caligmalarda ilk incelenen fizyolojik olaylar
arasindadir. Fotosentez hizinin veya aktivitesinin 6l¢iimil ile ilgili birgok teknik olsa

da gliniimiizde kullanilan en etkili yontem klorofil a floresansidir (Dogru, 2006).

Klorofil a floresans teknigi, stres altindaki bitkilerde fotosentetik etkinligin
6l¢iilmesinde kullanilan en gilivenilir yontem olup FS II'nin isleyisi hakkinda 6nemli
bilgiler vermektedir (Kalaji ve ark., 2011). Bu teknik ile klorofil molekiillerinin
absorbe ettigi 151k enerjisinin ne kadarmin FS II’ye iletildigi ve yiiksek oranlarda
iletilen 151k enerjinin FS II tizerinde ne kadar hasara yol a¢tig1 hakkinda kolayca fikir
edinilir. Ozellikle FS 11 iizerindeki elektron hareketliligi, fotosentezde gergeklesen tiim
olaylarin hiziyla ilgili belirleyici etkiye sahiptir. Ayrica FS II, fotosentetik aygitin en
hassas bdlgesi oldugundan stres faktorlerinden ilk olarak etkilenen yerdir (Maxwell ve
Johnson, 2000). Bu nedenle FS II’nin isleyisi hakkinda bilgi edinmek, stres faktoriiniin

fotosentez lizerindeki etkisinin hem kolay hem de hizli bir sekilde anlasilmasini saglar.

Klorofil a floresans tekniginin ¢alisma prensibi 151k enerjisinin takip ettigi yolla

ilgilidir. Fotosistemlerde yer alan klorofil molekiillerinin absorbe ettigi 151k enerjisinin
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bir kismu elektron tagima tepkimelerinin gerceklesmesinde kullanirken bir kismi da
ortama 151k veya 1s1 seklinde tekrar geri doner. Absorbe edilen 15181n daha uzun dalga
boyu seklinde ortama geri verilmesine “floresans” denir. Bu olay, genellikle
kloroplasttaki klorofil a molekiilii ile yapildig1 i¢in de “klorofil a floresansi” olarak
adlandirilir. Klorofillerde absorblanan 151k enerjisinin izledigi {i¢ yol arasinda siirekli
bir rekabet vardir. Birinin daha etkin oldugu durumda diger ikisinin etkinligi
azalmaktadir. Boylece klorofil a floresansi teknigiyle, klorofil molekiillerinin
floresans verimi ile birlikte 1s1 seklinde ortama yayilan enerjinin ve fotokimyasal
aktivite seviyesinin hakkinda da bilgi edinilmis olur (Maxwell ve Johnson, 2000). Bu
bilgiler, stres faktoriiniin fotosentetik isleyis ilizerinde ne boyutta etkili oldugu ve

bitkinin stresi ne kadar tolere edebildigi ile ilgili yorumlarin yapilabilmesini saglar.

Floresans ol¢timlerindeki en kritik nokta, FS II iizerindeki ilk elektron alicisi olan
kinon A (Qa)’nin redoks durumudur. Qa, bir elektronu aldiktan sonra veremezse yeni
bir elektron alamaz ve indirgenmis (Qa’) halde kalmaya devam eder. Bu durum
fotosistemdeki elektron akisini durdurur ve reaksiyon merkezinin kapanmasina neden
olur. Reaksiyon merkezinin kapanmasiyla fotosentetik etkinlik azalir; floresans
verimliligi ise artar. Sonug¢ olarak floresans verimliliginin Qa™ yogunluguna bagh

oldugu soylenebilir (Govindjee, 2004).

Floresans 6l¢iimlerine baglamadan Once yapraklara klipsler takilarak belirli bir siire
karanlik uygulamasi yapilir. Bu uygulamanin amaci fotosistemleri elektronlardan
tamamen temizlemek ve bilesenlerin hepsini yiikseltgenmis duruma gegirmektir.
Sonrasinda klipslenmis bdliimlere diisiik siddette modiiler 151k uygulanarak minimum
floresans (Fo); yliksek siddette modiiler 151k uygulanarak maksimum floresans (Fm)

belirlenir (Sekil 2.7) (Quick ve Horton, 1984).
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Sekil 2.7. Modiile edilmis florometrede floresans sinyalleri (MI, modiile 1s1k; SI,
sature 151k; Al, aktinik 151k; KOI, kizil 6tesi 151k) (Maxwell ve Johnson
(2000)’den degistirilerek alinmistir) (Dogru, 2006).

2.8. Arpa (Hordeum vulgare L.) Hakkinda Genel Bilgiler

Arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisi, bitkiler aleminin Spermatophyta (tohumlu bitkiler)
bolimi  i¢inde, Angiospermea (kapalt tohumlular) alt bdliimiine ait,
Monocotyledoneae (tek c¢enekli) sinifinin Poaceae (bugdaygiller) familyasinda yer
alan tek yillik otsu bitkilerdendir (Tablo 2.1) (Se¢men ve ark., 2000). Arpanin diploit,
tetraploit ve hekzaploit olan tiirleri vardir. Bunlardan H. jubotum tetraploit (2n = 28),
H. nodosum hekzaploit (2n = 42) ve kiiltiir arpalar1 ise diploittir (2n = 14). Bununla
birlikte kiiltiire alinan arpalarinn hepsi tek bir tiir, yani Hordeum vulgare L. tiirii olarak
kabul edilmektedir (Yiiriir, 1994).

Arpa diinya tizerinde kiiltiirii yapilan ilk bitkilerden biridir. Pumpelli’n Dogu
Tiirkistan’da yapmis oldugu Anav kazisinda M.O 5000 yillarina ait iki sirali arpa
tanelerine rastlandigi bildirilmistir (Yiirtir, 1994). Yapilan caligmalarla, tarimin Yakin
Dogu’da Verimli Hilal (Tiirkiye, iran, Suriye, Filistin ve Urdiin gibi iilkeleri i¢ine alan
Mezopotamya adli cografik bolge) olarak adlandirilan bolgede bugday ve arpayla
beraber basladigi anlagilmaktadir (Harlan ve Zohary, 1966). Tarih 6ncesi devirlerde
besin kaynagi olarak kullanilan arpa, zengin nigasta i¢eriginin yaninda, protein, yiiksek
sindirilebilir lif ve B-glukan oranlariyla giiniimiizde gida sektorii uygulamalarinda
oldukca ilgi c¢ekmektedir (Sipahi ve ark., 2010). Arpanin en 6nemli tiiketim

alanlarindan biri hayvan yemi digeri ise malt endiistrisidir (Seckin, 2010). Bunun

30



yaninda arpadan biyoyakit iiretiminde de yararlanilmaktadir (Tas¢1 ve Bayramoglu,
2020). Tirkiye’de arpa tiiketiminin %90’1n1 hayvan yemi olustururken; diinyada ise
%65’1n1 hayvan yemi, %33 {inii malt yapimi1, %2’sini ise gida sektorii olugturmaktadir

(Anonim, 2014).

Tablo 2.1. Hordeum vulgare L. (arpa)’nin sistematigi (Tabloda kullanilan gorsel
Thome (1885) tarafindan hazirlanmustir.)

Hordeum vulgare L. (arpa)’nin sistematigi

Alem : Plantae

Alt alem : Tracheobionta
Sube : Spermatophyta
Alt Sube : Angiospermea
Siif : Monocotyledoneae
Takim : Poales

Familya : Poaceae

Alt familya : Pooideae

Cins : Hordeum

Tiir :Hordeum vulgare L.

Diinyada bugday, misir ve piringten sonra ekimi yapilan en dnemli dordiincii tahil
bitkisidir (Li ve ark., 2007). 2022/23 déneminde diinya genelinde ortalama 47,3
milyon hektar (ha) alanda 151,9 milyon ton arpa tiretiminin yapildig1 6ngériilmektedir
(Tablo 2.2). Diinyada arpa bitkisinin ekim alanlarinin ve iiretiminin ilk sirasinda AB
yer almaktadir ve bunu Rusya, Avustralya, Kanada ve Tiirkiye takip etmektedir.
Tiirkiye genelinde ise arpanin, ortalama 3,2 milyon ha’lik alandaki iiretiminin 8,5
milyon ton oldugu ve yaklasik 266 kg dekar verime sahip oldugu goriilmektedir.
2022 yilinda Tiirkiye’de arpa iiretimi bolgesel olarak en fazla %25,4’1e Bat1 Anadolu,
%22,4’le Orta Anadolu, %10,3’1le Ege ve %8,5’le Giineydogu Anadolu’da yapilmistir.
Ulkemizde genis oranda kiiltiirii yapilan bu bitkinin il ¢apindaki iiretimi
karsilastirildiginda ise Konya ve Ankara’nin toplamda %23,4’lik pay ile ilk siralarda
yer aldig1 goriilmektedir (tablo 2.3) (USDA, 2023; TUIK, 2023). Arpa 2022 yilinda
Tiirkiye’de %47,8 orantyla iiretimi en ¢ok artan tahil ¢esidi olmustur (TUIK, 2022).
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Tablo 2.2. Diinya arpa ekim alan, iiretim ve verim (*/Tahmin, 2/Ongorii) (USDA,

2023).

Yil Ekim alani (bin ha) Uretim (bin ton)  Verim (ton/ha)
2019/20 52.488 159.296 3,0
2020/21 52.004 161.465 3,1
2021/22 49.815 145.395 2,9
2022/23" 47.303 151.893 3,2
2023/24? 46.508 145.755 3,1

Tablo 2.3. Tiirkiye arpa ekim alani, iiretim ve verim (TUIK, 2023).

Yil Ekim alam (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (kg/da)
2018 26.119 7.000 268
2019 28.691 7.600 265
2020 30.972 8.300 268
2021 31.691 5.750 181
2022 31.995 8.500 266

Arpa (Hordeum spp.), genetik ve fizyolojik c¢alismalarda tercih edilen model
bitkilerden biridir (Li ve ark., 2007). Arpanin i¢eriginde kuru madde olarak ortalama
%52-72 nisasta, %9-14 protein ve nisasta olmayan polisakkaritlerden ise sirayla %4-6
seliiloz-lignin, %3-6 B-glukan ve %4-7 arabinoksilan yer almaktadir (MacGregor,
1988). Arpada antioksidant olarak gorev alan tokotrienol ve tokoferollerin biitiin
izomerleri (a, B, y ve 8) bulunmaktadir (McIntosh ve Russell, 1988). Bunun yaninda,
arpa B grubu vitaminlerinden 6zellikle tiamin, pridoksin, riboflavin ve pantotenik
asitin kaynagidir (Thebaudin ve ark., 1997). Ayrica A ve E vitaminleriyle beraber
kalsiyum, potasyum, fosfor gibi mineralleri de icerir (Guo ve ark., 2003).

Ekolojik siurliliklariin ¢ok esnek olmasi arpay: diinya genelinde ekilebilir kilmigtir
(Tas¢1 ve Bayramoglu, 2020). Arpa tuzluluga ve kurakliga olan toleransiyla diinya
tizerindeki bircok kurak bolgede yetisebilmektedir. Arpanin en iyi yetistigi topraklar
milli, havalanmasi ve nemi 1iyi, organik madde igerigi minimum %5 ve pH’s1 notr
topraklardir (Yiirtir, 1994). Diger bitki tiirlerinden daha genis ekolojik dagilima sahip
olan arpa cok sicak ve ¢cok soguk olmayan, oransal nem miktar1 fazla olan ortamlarda
1yi gelisim gosterir. Arpa icin en uygun bolgeler; sicaklik degerleri 0 °C’nin altina
inmeyen ve 18-20 °C’nin dstiine ¢ikmayan, oransal nem miktart %70-80 olan

bolgelerdir. Bugdayin yetisemedigi topraklarda yetisebilme 6zelligi vardir (Seckin,
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2010). Nemli ve asidik ortamlara duyarlilik gostermekle birlikte kuru, tuzlu, alkali
topraklara, soguk ve kuraklik gibi stres sartlarina diger tahillardan daha toleranslidir
(Shakhatreh ve ark., 2010). Al toksisitesine kars1 tahil tiirleri igerisinde arpanin en
duyarl tiir oldugu diisiiniilmektedir (Mugwira ve ark., 1976; Wang ve ark., 2006b).
Arpada Al toleransinin genetik ve molekiiler haritalama aragtirmalartyla 4H
kromozomu iizerinde yer alan tek bir lokus tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir
(Wang ve ark., 2006b). Bununla beraber arpa genotiplerinin i¢inde Al’ye toleransl
varyasyonlarin da oldugu tespit edilmistir (Minella ve Sorrells, 1992; Reid ve ark.,
1969). Aliminyumun yiiksek konsantrasyonlar1 arpa bitkisinde Sliime ya da {iriin

kaybina yol acabilmektedir (Read ve Oram, 1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Calismada arpanin (Hordeum vulgare L.) Cetin-2000 ve Zeynelaga genotiplerine ait
tohumlar kullanilmigtir. Arpa genotiplerine ait tohumlar Ankara Tarla Bitkileri

Merkez Arastirma Enstitiisii’nden tedarik edilmistir.

3.2. Bitkinin Biiyiime Kosullar: ve Deneysel Plan

Yaklasik ayn1 boyutlarda ve saglam olan arpa tohumlari, %5°’lik sodyum hipoklorit
icinde 10 dakika sterilize edildikten sonra imbibisyon amaciyla 4 saat saf su i¢inde
bekletilmis ve plastik ¢cimlenme kaplarinda 14 ml saf suyla islatilmis olan filtre
kagitlarinin igerisinde 25 °C ik karanlik iklim odasinda ¢imlenmeye birakilmistir. Ug
giin sonra ¢imlenme sonucunda meydana gelen fidelerden yaklasik ayni boya sahip
olanlar, esit miktarda perlit ve /2 Hoagland besin ¢ozeltisiyle (}/2 oraninda su ilave
edilmis) hazirlanmis ekim kaplara gegirilerek, 18/25 °C sicaklikta (giindiiz/gece),
16/8 saat fotoperiyotta (giindiiz/gece), %50+5 oransal nem ve 200 pmol foton m? st
151k siddetindeki iklim odasina alinmistir. Kaplardaki besin ¢ozeltisi iki giinde bir
yenilenmistir. On gilinlik olan bitkiler stres grubu ve kontrol grubu olarak ikiye
ayrilmistir. Stres grubuna Hoagland besin ¢ozeltisi i¢inde hazirlanmig olan 3 mM
konsantrasyonunda aliiminyum (Al2012S3.18H20) toksisitesi uygulanmig, kontrol
grubuna ise /2 Hoagland besin ¢ozeltisi deneyin sonuna kadar verilmeye devam
edilmistir. Aliiminyum toksisitesi uygulamasindan bes giin sonra bitkilerde klorofil a
floresans1 yontemiyle fotosentetik aktivite saptanmis, bazi fizyolojik biiyiime
parametreleri 6l¢lilmiis ve biyokimyasal analizler i¢in kullanilacak yaprak numuneleri
-20 °C’de muhafaza edilmistir. Arpa bitkilerinin yetistirilmesi sirasinda kullanilan

Hoagland besin ¢ozeltisinin igerdigi bilesenler Tablo 3.1’de gosterilmistir.



Tablo 3.1. Hoagland besin ¢ozeltisinin igerigi (Hoagland, 1920).

/> Hoagland Besin Cozeltisi

Ca(NOg)2. 4 H20

MgSQOs. 7 H20 50 ml/ 20It
K2HPO4. 3 H20

KNO3

Al2(SO4)3. 18 H20
Kl

KBr

SnClz. 2 H20

LiCl

MnClz. 4 H20 37.5ml/ 20 It
H3BO3

ZnSQ04. 7 H20
CuS04. 5 H0
NiSOa. 7 H20
Co(NO3)2. H20

FeSOg4. 7 H20 10 ml/ 20 It
C4Hs0s

3.3. Baz1 Cimlenme ve Fizyolojik Biiyiime Parametrelerinin Belirlenmesi

Arpa bitkilerinin kdk ve gdvde boylari milimetrik cetvel ile beg tekrarli (n=5) olarak
dl¢iilmiistiir. Olgiim asamasinda en uzun kokiin boyu esas alinmis ve sonuglar cm bitki-

! seklinde ifade edilmistir.

Kontrol ve stres grubundaki arpa bitkilerinin kok ve govdeleri birlesme yerlerinden
bistiiri yardimiyla kesilmistir. Hassas terazi ile kok ve govdelerin taze (yas) agirliklart
ayr1 ayr1 Ol¢iilmiis; daha sonra 70 °C’ye ayarlanmis etiivde ti¢ giin kurutulmus ve tekrar
hassas terazi ile kuru agirliklar: tartilmistir. Kok ve gévdelerin, taze ve kuru agirliklar:

bes tekrarli (n=5) olarak belirlenmis; mg bitki™ seklinde belirtilmistir.

3.4. Oransal Su Miktar

Yapraklardan alinan doku pargalari, taze agirliklar1 (gr) belirlendikten sonra bidistile
su igeren kapakli cam tiliplere alinmis ve 24 saat oda sicakliginda karanlik ortamda
bekletilmistir. Daha sonra her tlipte bulunan yaprak pargalarmin ylizeyindeki su,
kurutma kagidiyla uzaklastirilarak turgorlu agirliklar (gr) belirlenmis ve yaprak

pargalar1 36 saat boyunca 80 °C’ye ayarl etiivle kurutulduktan sonra kuru agirlik (gr)
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oranlar1 kaydedilmistir. Yaprak dokularindaki su miktarinin orani (%) Gibon ve ark.

(1997)’ye gore hesaplanmustir.

3.5. Membran Stabilite indeksi

0.1 gr agirliga sahip yaprak diskleri cesme ve bidistile su ile yikandiktan sonra, 10 ml
bidistile su igeren cam deney tiiplerine alinarak orbital ¢alkalayict (50 rpm) {izerine
yerlestirilmistir. 24 saat sonra her tlipteki sivilarin elektriksel iletkenligi ayr1 ayr
Olclilmiistiir. Daha sonra tiipler 100 °C’ye ayarlanmis sicak su banyosunda 10 dakika
bekletilmis ve yine orbital ¢alkalayici (50 rpm) iizerine yerlestirilmistir. 24 saat sonra
her tiipte bulunan sivilarin tekrar elektriksel iletkenlik degeri Ol¢iilmiistiir. Yaprak

dokularindaki membran stabilite indeksi Sairam ve ark. (1997)’ye gore hesaplanmustir.

3.6. Antosiyanin Miktari

Yaprak dokulari, taze agirliklar1 belirlendikten sonra porselen havan igerisinde sivi
azotla ogiitiilerek eppendorf tiiplerine alinmis, {lizerine 1.5 ml metil alkol i¢inde
hazirlanmis %1°lik HCl ¢ozletisi ilave edilerek 3 giin buzdolabinda (4 °C)
bekletilmistir. Tiipler vortekslenerek 10,000 rpm’de 4 °C’de ve 10 dakika santrifiij
edildikten sonra slipernatantlarin absorbansi spektrofotometrik (SHIMADZU UV mini
1240 UV-VIS) olarak 530 ve 657 nm’de 6l¢iilmiistiir. Antosiyanin miktar1t Mancinelli
ve ark. (1975)’e gore hesaplanmistir.

3.7. Fotosentetik pigment miktari

Arpa yapraklarindan alinan doku pargalari, taze agirliklarinin tartilmi yapildiktan
sonra i¢inde 3 ml saf aseton olan kapakli cam tiiplere alinmis ve dokularin yesil rengi
beyazlasincaya kadar buzdolabinda (4 °C) bekletilmistir. Daha sonra tiipler 5,000
rpm’de ve 4 °C’de 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra siipernatantlarin
absorbansi spektrofotometrik (SHIMADZU UV mini 1240 UV-VIS) olarak 661.6,
644.8 ve 470 nm’de Ol¢iilmiistiir. Yapraklardaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil

ve toplam karotenoid miktar1 Lichtenthaler (1987)’ye gore hesaplanmustir.

3.8. Dehidrogenaz Aktivitesi (TTC testi; 2, 3, 5-trifenil tetrazolyum Kloriir testi)

Yaklagik 1 mm uzunlugundaki kok uclart bir bistiiri yardimiyla kesildikten sonra

bidistile su igerisinde yikanmis ve 10 ml TTC ¢ozeltisine (50 mM NaPOg4 ve %0.25
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Tween-20 i¢inde %0.8’lik TTC, pH 7.4) alinmistir. Tiipler karanlik ortamda 24 saat
boyunca 25 °C’de inkiibe edildikten sonra kok uglari ¢ikarilarak bidistile su ile
yikanmis ve eppendorf tiipleri icinde %95’lik etil alkol i¢inde ekstrakte edilerek
karanlik ortamda 24 saat boyunca 25 °C’de bekletilmistir. Tiipler 5,000 rpm’de ve 4
°C’de 10 dakikalik santrifiij yapildiktan sonra olusan formazonu igeren

slipernatantlarin absorbsiyonu spektrofotometrik olarak 520 nm’de o6l¢iilmiistiir

(Towill ve Mazur, 1975).

3.9, Evan’s Blue Testi

Yaklagik 1 mm uzunlugundaki kok uglart bir bistiiri yardimiyla kesildikten sonra
bidistile su igerisinde yikanmis ve %0.25’lik Evan’s blue ¢ozeltisi icine alinarak 20
dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda kok uglar1 ortamda mavi renk olusumuna
neden olmayincaya kadar bidistile su ile yikanmis ve eppendorf tiiplerine alinmistir.
Tiiplere dimetilformamid ¢ozeltisi ilave edilerek ekstrakte edilmis, 5,000 rpm’de ve 4
°C’de 10 dakikalik santrifiij edildikten sonra siipernatantin absorbsiyonu

spektrofotometrik olarak 600 nm’de 6l¢iilmiistiir (Widholm, 1972).

3.10. Klorofil a Floresansi Ol¢iimleri

Arpa bitkilerinin yapraklarinda bitki verimlilik analizatoriiyle (HandyPEA
florometresi Hansatech Instruments Ltd., Pentney, King’s Lynn, Norfolk, England)
klorofil a floresans dl¢timleri yapilmistir. Bunun i¢in 6l¢limde kullanilacak yapraklara,
yaprak klipsleri takilarak 45-60 dk. karanlik adaptasyonu uygulanmistir. Sonrasinda
yapraklarin yiizeyine 3,500 pmol m? st 151k siddeti uygulanmis ve agiga ¢ikan veriler
PeaPlus ve Biolyzer programlar ile uygulanan JIP testiyle analiz edilmistir (Bussotti
ve ark., 2007). Klorofil a floresansi ile JIP testinde yer alan bazi1 parametreler Tablo

3.2°de gosterilmistir.

3.11. istatistiksel Analizler

Denenceler sonucunda elde edilen veriler SPSS paket programi kullanilarak
istatistiksel varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Uygulama ve gesitler
arasindaki farkin 6nemi her bir bagimsiz degisken i¢in Duncan testi ile %5 diizeyinde

degerlendirilmistir.
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Tablo 3. 2. Klorofil a floresansi dlgiimlerine bagli olarak Gl¢iilen ve hesaplanan JIP
testi parametreleri (Dogru, 2019).

Parametreler

Fo
Fm
Fv

Fv/IFm
Fv/Fo
ABS/RC
ETo/RC

TRo/RC
Dlo/RC
RC/ABS

Alan

tFm
AV/Ato
N

Plass
SFlaBs
SM
Yo

oDo
oEo
oPo
po/(1-go)

Yo/(1-¥o)

“Karanlik adaptasyonu saglanmuis érnekte tiim F'S Il reaksiyon
merkezlerinin agik oldugu andaki minimum floresans”™
“Karanlik adaptasyonu saglanmuis érnekte tiim F'S Il reaksiyon
merkezlerinin kapali oldugu andaki maksimum floresans”
“Fotokimyasal olmayan tiim prosesler minimum seviyede iken
maksimum degisken floresans”

“FS II'nin maksimum kuantum etkinligi’
“Hill reaksiyonu (fotoliz) etkinligi”
“Reaksiyon merkezi basina FS Il 'nin ortalama anten boyutu”
“FS Il'de reaksiyon merkezi basina QA dan sonraki
basamaklardaki maksimum elektron taginimi”

“FS II'de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve QA ’nin
indirgenmesini saglayan maksimum enerji”

“FS II'de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda
kaybedilen dissipasyon enerjisi”

“FS Il 'deki anten klorofilleri basina aktif reaksiyon merkezi
miktart”

“OJIP egrisinin tizerinde kalan, Fo ile Fm arasinda bulunan ve
indirgenmis plastokinon (PQ) havuzunun boyutunu ifade eden
bolge”

“Fm’ye ulasilmast i¢in gereken zaman”

“Kapal: (indirgenmis) reaksiyon merkezlerinin birikim hizi’
“Fm’ye ulasilincaya kadar gegen siirede QA 'nin indirgenme
sayist”

Performans indeksi”

“FS II'nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii’
“Tiim reaksiyon merkezlerinin indirgenmesi icin gereken enerji”
“Yakalanan bir eksitonun bir elektronu QA dan elektron taginim
sistemine hareket ettirme etkinligi”

“Termal dissipasyonun kuantum verimi”

“OA’dan PQ’ya elektron taginiminin kuantum verimi”

“Primer fotokimyasal olaylarin maksimum kuantum verimi”
“Isiga bagiml olan fotokimyasal reaksiyonlarin performans
gostergesi”

“Isiga bagiml olmayan karanlik reaksiyonlarin performans

(B3}

gostergesi

’

’

i)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Aliiminyum Uygulamasinin Kok Boyu, Gévde Boyu ve Toplam Boy Uzerine
Etkisi

Aliminyum (Al2012S3.18H20; 3 mM) uygulanan arpa bitkisine ait Cetin-2000 ve
Zeynelaga genotiplerinde kok boyu, govde boyu ve toplam boy parametrelerinde
meydana gelen degisimler Sekil 4.1°de goriilmektedir. Al uygulamasi Cetin-2000
genotipinde kok boyunun %32, Zeynelaga genotipinde ise %30 oraninda azalmasina
neden olmustur. Bu degisimler ilgili kontrollere gore istatistiksek olarak onemli
bulunmustur (Sekil 4.1a) (P<0.05). Al uygulamasi kok boyunun Zeynelaga
genotipinde, Cetin-2000 genotipi ile karsilagtirildiginda daha fazla inhibe olmasina
sebep olmustur (P<0.05). Benzer sekilde, Al uygulamasi sonucunda gévde biiyiimesi
Cetin-2000 genotipinde kontrole gére %31, Zeynelaga genotipinde ise %11 oraninda
ve kontrollere gore onemli derecede inhibe edilmistir (Sekil 4.1b) (P<0.05). Al
uygulamasi toplam boyun Cetin-2000 genotipinde kontrole gére %33, Zeynelaga
genotipinde ise %14 oraninda ve belirgin bir sekilde azalmaya neden olmustur (Sekil

4.1¢) (P<0.05).

4.2. Aliiminyum Uygulamasimin K6k ve Gévdenin Taze ve Kuru Agirhg Uzerine
Etkisi

Al uygulamasi sonucunda Cetin-2000 genotipinde kok taze agirligi kontrole gore %17,
Zeynelaga genotipinde ise %19 oraninda azalmistir (Sekil 4.2a). Sadece Zeynelaga
genotipindeki degisim 1ilgili kontrole gore 6nemli bulunmustur (P<0.05). Kok kuru
agirhig ise Cetin-2000 ve Zeynelaga genotipinde Al uygulamasi sonucu kontrolleriyle
kiyaslandiginda sirayla %30 ve %26 seviyelerinde ve belirgin derecede azalma
gostermistir (Sekil 4.2b) (P<0.05). Govde taze agirligi Al uygulamasi ile Cetin-2000
genotipinde kontrole gore %43, Zeynelaga genotipinde ise kontrole gore %34 oraninda
azalmistir (Sekil 4.2c¢). Her iki genotipte gozlenen degisimler istatistiksel agidan
onemli goriilmiistiir (P<0.05). Al uygulamasi Cetin-2000 genotipinde govde kuru
agirliginin kontrole gore %16 (P>0.05), Zeynelaga genotipinde ise %5 seviyesinde
azalmaya yol agmustir. (Sekil 4.2d) (P<0.05).



c
- 100
z b :
= 100
= a
E' |
,j
Zey
OK LK b
10
C
-~ 100 b
% a 100
Zey
OK LK C
[+
10 100
a

Toplam boy (cm bitki!)

Genotipler

Sekil 4.1. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasimin farkli arpa
genotiplerinde (a) kok boyu, (b) gévde boyu ve (c) toplam boy ilizerindeki
etkisi [(Harflerin farkli olmasi kontrol gruplarma gore farkin anlamli (P <
0.05) oldugunu ifade etmektedir.) (Degerler bes tekrarin ortalamasi olup
barlar + standart hata degerlerini belirtmektedir)].
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Sekil 4.2. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasimin farkli arpa
genotiplerinde (a) kok taze agirligl, (b) kok kuru agirhigi, (c¢) govde taze
agirligl ve (d) govde kuru agirlig: tizerindeki etkisi [(Harflerin farkli olmasi
kontrol gruplarina goére farkin anlamli (P < 0.05) oldugunu ifade
etmektedir.) (Degerler bes tekrarin ortalamasi olup barlar + standart hata
degerlerini belirtmektedir)].

4.3. Aliiminyum Uygulamasinin Yaprak Dokularindaki Oransal Su Miktar: ve
Membran Stabilite indeksi Uzerine Etkisi

Al uygulamasi Cetin-2000 genotipinde yapraklardaki oransal su miktarin1 kontrole
kiyasla 6nemli oranlarda azalmalara neden olurken (Sekil 4.3a) (P<0.05), Zeynelaga
genotipinde oransal su miktarin1 etkilemedigi goriilmiistir (P>0.05). Membran
stabilite indeksinde ise her iki genotipte de Al uygulamalari sonucunda kendi
kontrollerine gore istatistiksel agidan onemli bir degisim tespit edilmemistir (Sekil

4.3b) (P>0.05).
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Cetin-2000 Zeynelaga

Genotipler

Sekil 4.3. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasinin farkli arpa
genotiplerinde (a) oransal su miktar1 ve (b) membran stabilite indeksi
tizerindeki etkisi [(Harflerin farkli olmasi kontrol gruplarina goére farkin
anlamli (P < 0.05) oldugunu ifade etmektedir.) (Degerler ii¢ tekrarin
ortalamasi olup barlar + standart hata degerlerini belirtmektedir)].

4.4. Aliiminyum Uygulamasinin Koklerdeki Formazon Miktari ve Evan’s Mavisi
Almmimi Uzerine Etkisi

Al uygulamasi Cetin-2000 genotipinde koklerdeki formazon miktarini kontrole gore
%68, Zeynelaga genotipinde ise kontrole gore %27 seviyesinde ve onemli oranlarda
disiirmiistiir (Sekil 4.4a) (P<0.05). Koklerdeki formazon miktar1 Zeynelaga genotipi
ile karsilastirldiginda Cetin-2000 genotipinde daha belirgin derecede azalmistir.
Cetin-2000 genotipinin koklerindeki Evan’s mavisi boyasimin alinim hizi Al
uygulamas etkisiyle kontrole gore %144 seviyesinde ve onemli oranlarda artarken
(Sekil 4.4b) (P<0.05), Zeynelaga genotipinde istatistiksel bakimdan belirgin bir
degisim goriilmemistir (P>0.05).
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Sekil 4.4. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasinin farkli arpa
genotiplerinin koklerinde (a) formazon miktar1 ve (b) Evan’s mavisi alinim
hizi1 tizerindeki etkisi [(Harflerin farkli olmasi kontrol gruplarina gore farkin
anlamli (P < 0.05) oldugunu ifade etmektedir.) (Degerler ii¢ tekrarin
ortalamasi olup barlar + standart hata degerlerini belirtmektedir)].

4.5. Aliiminyum Uygulamasimin Yapraklardaki Antosiyanin Miktar1 Uzerine
Etkisi

Al uygulamasi Cetin-2000 genotipinde yapraklardaki antosiyanin miktarinin kontrole
gore %47 oraninda artmasina, Zeynelaga genotipinde ise kontrole gore %62 oraninda
azalmasina yol agmustir (Sekil 4.5). Her iki genotipte yapraklardaki antosiyanin
miktarinda Al etkisiyle meydana gelen degisim kontrol gruplartyla kiyaslandiginda

o6nemli bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.5. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasmin farkli arpa
genotiplerinin yapraklarindaki antosiyanin miktar1 iizerindeki etkisi
[(Harflerin farkli olmas1 kontrol gruplarina gore farkin anlamli (P < 0.05)
oldugunu ifade etmektedir.) (Degerler {i¢ tekrarin ortalamasi olup barlar +
standart hata degerlerini belirtmektedir)].

4.6. Aliiminyum Uygulamasinin Yapraklardaki Fotosentetik Pigment Miktar:
Uzerine Etkisi

Al uygulamasi sonucunda Cetin-2000 genotipinin yapraklarindaki klorofil a, klorofil
b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktar1 kontrolle kiyaslandiginda sirayla %25,
%23, %25 ve %24 seviyelerinde ve istatistiksel olarak anlamli derecelerde azalmistir
(Sekil 4.6a, b, c ve d) (P<0.05). Zeynelaga genotipinin yapraklarinda ise klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktar1 kontrolle kiyaslandiginda
sirayla %7, %1, %S5 ve %13 seviyelerinde azalmaya neden olmus; fakat bu degisimler

istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (Sekil 4.6a, b, ¢ ve d) (P>0.05).
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Sekil 4.6. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasimmin farkli arpa
genotiplerinin yapraklarindaki (a) klorofil a, (b) klorofil b, (c) toplam
klorofil ve (d) toplam karotenoid miktar1 lizerindeki etkisi [(Harflerin farkl
olmast kontrol gruplarina gore farkin anlamli (P < 0.05) oldugunu ifade
etmektedir.) (Degerler ii¢ tekrarin ortalamasi olup barlar + standart hata
degerlerini belirtmektedir)].

4.7. Aliiminyum Uygulamasinin Yapraklardaki Fotosentetik Aktivite Uzerine
Etkisi

Al uygulamasi sonucu Cetin-2000 genotipinde Fo (minimum floresans) parametresi
kontrole gore %8 oraninda azalirken; Zeynelaga genotipinde %5 oraninda artmistir
(Sekil 4.7a). Bu degisimler istatistiksel agidan anlamli goriilmiistiir (P<0.05). Al
uygulanan Cetin-2000 genotipinde Fm (maksimum floresans) parametresi kontrolle
karsilagtirildiginda %6 oraninda ve 6nemli derecede azalirken (Sekil 4.7b) (P<0.05);
Zeynelaga genotipinde kontrole gére %1 oraninda azalmis ancak istatistiksel olarak
etkilenmemistir (P>0.05). Al uygulamasi Cetin-2000 genotipinde Fv/Fm (FS II’nin
maksimum kuantum etkinligi) parametresini kontrolle karsilastirildiginda etkilememis
(Sekil 4.7c) (P>0.05), Zeynelaga genotipinde ise kontroliine gére %2 oraninda ve
istatistiksel olarak anlamli bulunan bir azalmaya neden olmustur (P<0.05). Alan,
Fv/Fo (Hill reaksiyonu etkinligi) ve AV/Ato (kapali reaksiyon merkezlerinin birikim
hizi) parametrelerinde ise Al uygulamasi sonucunda her iki genotipte de ilgili
kontrollere gore 6nemli bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.7d, ¢ ve f) (P>0.05).

Ancak Al uygulamasi alan ve AV/Ato parametrelerinin Cetin-2000 genotipine gore
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Zeynelaga genotipinde daha belirgin derecede artmasina; Fv/Fo parametresinde ise

daha belirgin sekilde azalmasina neden olmustur (P<0.05).
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Sekil 4.7. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasimin farkli arpa
genotiplerinin yapraklarindaki (a) Fo, (b) Fm, (c) Fv/Fm, (d) alan, (e) Fv/Fo
ve (f) AV/Ato miktart {izerindeki etkisi [(Harflerin farkli olmasi kontrol
gruplarina gore farkin anlamh (P < 0.05) oldugunu ifade etmektedir.)
(Degerler on tekrarin ortalamasi olup barlar + standart hata degerlerini
belirtmektedir)].

Arpalara uygulanan Al her iki genotipte de @Po (primer fotokimyasal olaylarin

maksimum kuantum verimi), Eo (Qa’dan plastokinona elektron taginiminin kuantum

verimi), ¢Do (termal dissipasyonun kauntum verimi), ABS/RC (FS Il anten

Klorofilleri igin reaksiyon merkezi basina 1gik absorbsiyonu akisi) ve TRo/RC

(tepkime merkezi bagina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini saglayan maksimum

enerji akis1) parametrelerinde ilgili kontrollere gore istatistiksel anlamda bir degisime
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neden olmamustir (Sekil 4.8a, ¢, d, e ve f) (P>0.05). Ancak genotipler kendi arasinda
kiyaslandiginda ¢Po ve ¢Eo parametreleri Al uygulanan Zeynelaga genotipinde Cetin-
2000 genotipine gore daha bariz bir sekilde azalirken (P<0.05); ¢Do, ABS/RC ve
TRo/RC artmistir (P<0.05). Wo (yakalanan bir ekzitonun bir elektronu Qa’dan
elektron taginim sistemine gonderme etkinligi) Al uygulamasi sonucunda Cetin-2000
genotipinde kontrol grubuna gore %2 seviyesinde dnemli oranda azalma gosterirken

(Sekil 4.8b) (P<0.05); Zeynelaga genotipinde etkilenmemistir (P>0.05).

100

100 — 3 b b

100

100 100 100

TRo/RC

ABS/RC

Genotipler Genotipler

Sekil 4.8. Aliiminyum (Al2012S3.18H2.0, 3 mM) uygulamasmin farkli arpa
genotiplerinin yapraklarindaki (a) ¢Po, (b) Yo, (c) ¢Eo, (d) ¢Do, (e)
ABS/RC ve (f) TRo/RC iizerindeki etkisi [(Harflerin farkli olmasi kontrol
gruplarina gore farkin anlamh (P < 0.05) oldugunu ifade etmektedir.)
(Degerler on tekrarin ortalamasi olup barlar + standart hata degerlerini
belirtmektedir)]
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Al uygulamasi Cetin-2000 ve Zeynelaga genotiplerinde ETo/RC (FS II’deki rekasiyon
merkezi basina Qa’dan sonraki bolgede maksimum elektron taginim akisi), DIo/RC
(FS II’deki tepkime merkezi basina dissipasyon enerjisi akisi), SFI(abs) (FS II’nin
yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii), @o/(1-@0) (primer fotokimyasal
olaylar i¢in konformasyon terimi) ve Pl(abs) (performans indeksi) parametrelerini
ilgili kontrollerle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda etkilememis (Sekil 4.9a, b,
c, d ve f) (P>0.05). Ancak ETo/RC ve DIo/RC parametreleri Al uygulanan Zeynelaga
genotipinde, Cetin-2000 ile karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak daha belirgin
sekilde artarken; SFI(abs), @0/(1-po) ve Pl(abs) parametreleri onemli derecede
azalmigtir (P<0.05). Wo/(1-Wo) (termal reaksiyonlar i¢in konformasyon terimi), Al
uygulanan Cetin-2000 genotipinde kontrole gore %5 oraninda ve 6nemli derecede
azalirken (Sekil 4.9¢) (P<0.05), Zeynelaga genotipinde Onemli bir degisim
goriilmemistir (P>0.05).
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Sekil 4.9. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulamasimin farkli arpa
genotiplerinin yapraklarindaki (a) ETo/RC, (b) DIo/RC, (c) SFl(abs), (d)
©0/(1-¢0), (e) Wo/(1-VY0) ve (f) Pl(abs) tizerindeki etkisi [(Harflerin farkli
olmasi1 kontrol gruplarina gore farkin anlamli (P < 0.05) oldugunu ifade
etmektedir) (Degerler on tekrarin ortalamasi olup barlar + standart hata
degerlerini belirtmektedir)].
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Spesifik membran modeli (a)

Fenomenolojik verim modeli (b)

Cetin-2000 Kontrol

Dlo/RC

Cetin-2000 Al

Cetin-2000 Al

Zeynelaga Kontrol

Zeynelaga Kontrol

Zeynelaga Al

Zeynelaga Al

Sekil 4.10. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulanan iki farkli arpa
genotipinde bazi JIP testi parametrelerinin (a) spesifik membran modeli ve
(b) fenomenolojik verim modeline gére gosterimi. Fenomenolojik verim
modelindeki (b) bos daireler saglam reaksiyon merkezlerini, koyu renkli
daireler ise hasar gormiis reaksiyon merkezlerini gdstermektedir.

Alan parametresi Al uygulamasi sonucunda Cetin-2000 genotipinde kontrole gore %3

oraninda azalirken, Zeynelaga genotipinde %3 oraninda artmis; ancak bu degisimler

istatistiksel olarak 6nemli goriilmemistir (Sekil 4.11) (P>0.05).
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Sekil 4.11. Aliminyum (Al2012S3.18H20, 3 mM) uygulanan iki farkli arpa
genotipinde klorofil a floresansi indiiksiyon (OJIP) egrisi [(Farkli harfler

kontrollere gore farkin anlamli (P < 0.05) oldugunu ifade etmektedir)
(Degerler on tekrarin ortalamasidir)].
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5. SONUC VE ONERILER

Diinya genelindeki asitli toprak miktar1 diisiiniildiigiinde tarim arazilerindeki bitkisel
verimi ve kaliteyi artirmak i¢in aliiminyuma direncli, tolerans mekanizmasi giiclii olan
bitkilerin tespit edilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Bitkilerin Al toksisitesine karsi
gostermis oldugu tepkiler, tolerans diizeylerine bagli olarak gercgeklesir. Yapilan
calismada, iilkemizde tarimi yapilan Cetin-2000 ve Zeynelaga adli iki arpa genotipi
tizerinde Al toksitesinin (3 mM Al2012S3.18H20) neden oldugu fizyolojik,

biyokimyasal ve fotokimyasal degisimler arastirilmistir.

Yapilan ¢aligmada, fide evresinde bes giin boyunca Al toksisitesine maruz birakilmig
arpa genotiplerinin; kontrollerine kiyasla kok, gévde ve toplam boylarinin énemli
derecede inhibe edildigi goriilmiistiir. Al’nin kdk boyu tizerindeki etkisi her iki genotip
icin benzerdir. Ancak govde uzunluklar arasindaki farklilik incelendiginde 6zellikle
Cetin-2000 genotipinin Al toksisitesinden Zeynelaga genotipine gore daha fazla
etkilendigi goriilmektedir. Buna gore her iki genotipte kok biiylimesinin Al
toksisitesine yaklasik olarak ayni derecede duyarli oldugu; govde biiyiimesi
bakimindan ise Cetin-2000 genotipinin daha duyarl, Zeynelaga genotipinin daha
dayanikli oldugu soylenebilir.

Yapilan diger arastirmalar da elde ettigimiz bulgular destekler niteliktedir. Tamas ve
ark. (2004); yapmus olduklari ¢alismada arpa bitkisine 2, 4, 6 ve 8 mM’lik aliminyumu
48 saat boyunca uygulamis ve giderek artan Al konsantrasyonlar1 karsisinda kok
biiyiimesinin sirastyla %90, %80, %57 ve %38 oraninda inhibe oldugunu rapor
etmislerdir. Arastirmacilar sonug olarak artan konsantrasyonlardaki alliminyumun kdk
hiicre zar biitlinliigilinii bozdugunu ve kok biiylimesini inhibe ettigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde, yapilan baska bir ¢alismada arpa bitkisinin Cetin-2000 genotipine 20
uM aliiminyum uygulanmis ve bu uygulama sonucu kok biiylime hizinda 6nemli
azalmalar saptanmistir. Arastirmacilar Al uygulamasinin kok hiicrelerinde ciddi
tahribatlar olusturdugunu, kok hiicrelerinde plazma zari biitiinliigiinii bozdugunu,
mitoz boliinme hizim1 ve protein miktarini azalttigini, peroksidaz ve siiperoksit
dismutaz  gibi  antioksaidant enzim aktivitelerini artirdigin1  ve DNA

fragmentasyonlarina yol ag¢tigii bildirmistir (Yalgm, 2016). Simonovicova ve ark.



(2004), arpa bitkisiyle yaptiklar1 ¢alismada kok biiylimesinde gozlenen inhibisyonu;
Al’nin plazma zarinin biitiinliigiinii bozmasina ve bundan kaynakli hiicre dliimlerine

baglamiglardir.

Buna gore g¢alismada kok biiylimesinin inhibisyonu, Al’'nin kok uglarinda ciddi
tahribatlara yol actiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Yapilan literatiir
taramast sonucu Al iyonlarmin 6zellikle kok biiylimesini inhibe ettigini gostermesi
calismamizi destekler niteliktedir. Al’'nin 6zellikle kok biiylimesini inhibe etmesinin
sebebi bitkide en ¢ok birikim gosterdigi yerin kok olmasindan kaynakli olabilir.
Yapilan ¢aligmalar Al’nin 6zellikle kok korteksinde yer alan epidermis ve parankima
hiicreleri tarafindan alindigini gostermistir (Vardar ve ark., 2011). Biiyiime ve
gelismeyi engelleyen diger bir neden Al'nin kdklerden su alinimini yavaslatmasiyla
bitkinin yetisme ortamindan yeterince besin elementlerini alamamasi olabilir. Nitekim
calismada Al uygulanan Cetin-2000 genotipinin yapraklarindaki oransal su miktari
azalmistir. Uysal (2007), bugday bitkisinde Al toksisitesi ile ilgili yaptig1 caligmada
biiyiime hiz1 ile kok taze ve kuru agirhiginda meydana gelen azalmayi bitkinin biiylime
ortamindan yeterince mineral alamamasiyla iliskilendirmistir. Yapilan birgok
calismada Al’nin bitkinin iyonik ortamini degistirerek besin elementlerinin
tasinmasini ve dengesini bozdugu (Bose ve ark., 2011; Jones ve ark., 2006; Zhang ve
ark., 2007); bitkide Ca, Mg ve K gibi besin elementlerinin kokten alinimini
yavaglatarak biiylime ve gelismeyi olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Kaval, 2016).
Calismada kuru agirlik parametresinde gozlenen degisimler her iki genotipte de
koklerdeki biyosentetik kapasitenin Al toksisitesi sonucu daha olumsuz yonde
etkilendigini gostermistir. Govde kuru agirliklarinda Al toksisitesi sonucu meydana
gelen degisimler ise Zeynelaga genotipinin daha az etkilendigini gostermektedir. Bu
durum Zeynelaga genotipinde Al toksisitesi ile ilgili ¢esitli tolerans mekanizmalarinin
varhigim1 gosteriyor olabilir. Nitekim elde ettigimiz sonuclar Al uygulanan iki arpa
genotiplerinin yaprak dokularindaki membran stabilite indeksinin degismedigini
gostermistir. Birgok aragtirmaci ¢aligmalarinda aliiminyumun farkli doz ve siirelerdeki
uygulamasi ile arpa bitkisinin kok biiylimesinin inhibisyonuyla birlikte bircok olumsuz
durum tespit etmistir (Song ve ark. 2011; Tamas ve ark., 2005; Yal¢in, 2016). Bunun
yan sira elde ettigimiz sonuglar Cetin-2000 genotipinde Al uygulamasi sonucunda
formazon birikiminin daha belirgin sekilde azaldigini, Evan’s mavisi alimimiin da

belirgin derecede arttigini géstermistir. Bu da Cetin-2000 genotipinin kok dokularinda
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solunum aktivitesinin daha fazla inhibe edildigini ve canlilik oraninin daha olumsuz
yonde etkilendigini ispat etmektedir. Caligmada Al uygulamasi Cetin-2000
genotipinin yapraklarindaki antosiyanin miktarin1 6nemli derecede artirirken,
Zeynalaga genotipinde azaltmistir. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri altindaki
bitkilerde antioksidant etkiye sahip olan ve stres faktorlerinin tolere edilmesini saglaya
antosiyanin miktarinin arttig1 bilinmektedir (Llanes ve ark., 2016). Antosiyaninlerin
sogan bitkisinde bakir, piring bitkisinde kadmiyum, c¢ay bitkisinde arsenik, kolza
bitkisinde ise kadmiyum ve aliiminyum toksisitesine karsi koruma sagladig1 rapor
edilmistir (Macar ve ark., 2020; Mi ve ark., 2021; Li ve ark., 2020; Sami ve ark., 2020).
Calismada Al toksisitesi uygulanan Cetin-2000 genotipinde yapraklardaki fotosentetik
pigment miktar1 kontrolle karsilastirildiginda belirgin derecede azalmis, Zeynelaga
genotipinde etkilenmemistir. Yapilan bazi ¢alismalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir (Cunha Neto ve ark., 2020; Musyimi 2023; Dar ve ark., 2022). Quian ve ark.
(2018) bitkilerde Al toksisitesinin hem taze ve kuru agirlikta hem de fotosentetik
pigment miktarinda neden oldugu azalmalarin birbiriyle iliskili oldugunu rapor
etmistir. Bu da elde ettigimiz sonuglarla uyumludur. Rampim ve Lana (2013), Al
toksisitesi sonucunda reaksiyon merkezlerinin okside oldugunu, bu nedenle asiri
derecede uyarilarak bazi radikallerin olusumu hizinin arttigini ve sonugta fotosentetik
pigmentlerin parcalandigint bildirmistir. Buna gore Cetin-2000 genotipinde Al
toksisitesinin fotosentetik pigment miktarin1 bu mekanizmalarla azalttig1 sdylenebilir.
Bunun disinda yapilan baz1 arastirmalarda da Al toksisitesinin bitkilerde, klorofil
yapisinda bulunana Mg ile Al’nin yer degistirmesine yol actigi, fotosentetik elektron
tasinim ve Calvin reaksiyonlarini belli oranda inhibe ettigi, aminoleviilinik asit
dehidrataz enziminin aktivitesini azalttig1 ortaya ¢ikarilmistir (Cunha Neto ve ark.,
2020; Pereira ve ark., 2000). Zeynelaga genotipinin ise fotosentetik pigment

metabolizmasi bakimindan Al toksisitesine daha dayanikli oldugu sdylenebilir.

Fotosentez, stres faktorlerinden en ¢ok etkilenen fizyolojik olaylarin basinda gelir .
Ozellikle FS 1I iizerindeki elektron hareketliligi, fotosentezde gerceklesen tiim
olaylarin hiziyla ilgili belirleyici bir etkiye sahiptir. Ayrica FS II, fotosentetik aygitin
en hassas bolgesi oldugundan stres faktorlerinden ilk olarak etkilenen yerdir (Maxwell
ve Johnson, 2000). Bu nedenle FS II’nin isleyisi hakkinda bilgi edinmek, stres

faktoriiniin fotosentez tizerindeki etkisinin hem kolay ve hizli bir sekilde anlagilmasini
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saglarken; hem de bitkinin stres faktdriine ne kadar toleranslt oldugunun hakkinda

bilgi edinilmesini saglar.

Klorofil a floresans teknigi, farkli stres kosullar1 altinda fotosentetik etkinligin
Olclilmesinde kullanilan en gilivenilir yontem olup stres kosullar1 altinda FS II’nin
isleyisi ve fotosentetik aygit lizerinde olusan hasarin boyutlar1 hakkinda onemli
bilgiler verir. Bu teknigin sundugu 6nemli avantaj ise stres kosullarinin bitki tizerinde
belirgin morfolojik etkiler olusturmasini beklemeden c¢ok daha erken asamada,
bitkinin stresi tolere etme yetenegi hakkinda yorum yapilabilmesini saglamasidir.
Ayrica bitkinin canli yaprak dokulart iizerinden aktif bir sekilde fotosentetik
performansi hakkinda diger yontemlerle elde edilemeyen bazi bilgilerin ¢ok kisa bir

stirede elde edilmesini saglamasi da diger 6nemli bir avantajidir. (Kalaji ve ark., 2011).

Calismada Al uygulanan Cetin-2000 genotipinde Fo parametresinin kontrole gore
azaldig1, Zeynelaga genotipinde ise arttigi belirlenmistir. Al toksisitesi uygulanan
Zeynelaga genotipinde Fo degeri, Cetin-2000 genotipine gore belirgin derecede daha
yiiksek bulunmugtur. Bazi arastiricilar stres altindaki bitkilerde Fo degerinde kontrole
gore gozlenen artislarin nedeninin, 151k enerjisinin pigmentlerden reaksiyon
merkezlerine taginim hizinin azalmasindan veya reaksiyon merkezlerinin inaktif hale
gelmesinden kaynaklandigini bildirmistir (Briantais ve ark., 1986). Bunun disinda
birgok stres faktoriiniin bitkilerde elektronlaron Qa’dan Qg’ye hareketini engelleyerek
ve FS II birimlerinin 15181 yakalama etkinligini inhibe ederek Fo degerini artirdig:
belirlenmistir (Kalaji ve ark., 2011). Buna gore Al toksisitesinin Zeynelaga
genotipinde fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlarimi daha olumsuz ydnde
etkiledigi ve fotoinhibisyona yol agtig1 sdylenebilir. Ancak Fm parametresinde Al
toksisitesi etkisiyle meydana gelen degisimler Cetin-2000 genotipinde FS Il
birimlerinin akseptor bolgesinin daha kararsiz hale geldigini gosterirken; Zeynelaga
genotipinde onemli bir degisime sebep olmamistir. Fv/Fm parametresi ideal kosullar
altinda 0,83 civarinda sayisal bir degere sahiptir ve bir stres indikatorii olarak
goriilmektedir. Bjorkman ve Demmig (1987) bu parametrede meydana gelen
azalmalarin fotoinhibisyon gostergesi oldugunu bildirmistir. Caligmada Al toksisitesi
altindaki Zeynelaga genotipinde Fv/Fm degerinin kontrole gore dnemli derecede
azalmasi, bu genotipin Al toksisitesinin olusturdugu fotoinhibisyona daha duyarli
oldugu fikrini akla getirmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000). Ayrica Al toksisitesi

uygulanan iki genotip Fv/Fm ve @Po parametrelerinde meydana gelen degisimler
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bakimindan karsilagtirildiginda, Zeynelaga genotipinde primer fotokimyasal olaylarin

belli oranda inhibe edildigi ve fotoinhibisyon olayinin ortaya ¢iktig1 sdylenebilir.

Klorofil a floresansi sinyallerinde meydana gelen degisimleri zamana baglh olarak
gosteren logaritmik grafik “OJIP egrisi” olarak bilinmektedir. Grafik {izerinde bulunan
“O” noktas1 Fo’1, “P” noktasiysa Fm degerini ifade etmektedir. Fo ile Fm arasinda
kalan alan ise FS II'nin rediikleyici kismindaki Qa seviyesi hakkinda bilgi
vermektedir. Yapilan bir ¢alismada bu alanin tepkime merkezlerinden Qa’ya olan
elektron taginim hizinin inhibe olmasi sonucu azaldigi rapor edilmistir (Oukarroum ve
ark., 2015). Calismada alan parametresinde Al toksisitesi uygulanan arpa
genotiplerinde kontrollere gére 6nemli bir degisim gézlenmemistir. Ancak iki genotip
karsilastirildiginda Cetin-2000 genotipinde Al uygulamasi etkisiyle bu elektron
tasiniminin Zeynelaga genotipine gore belli oranda inhibe edildigi goriilmektedir.
Benzer sekilde Fv/Fo ve AV/Ato parametrelerinde Al uygulamasi sonucunda
kontrollere gore oOnemli bir degisim gbzlenmemistir. Ancak iki genotip
karsilagtirildiginda Al toksisitesinin Zeynelaga genotipinde FS II birimlerinin donor
bolgesinde suyun pargalanmasi sonucu sistemde tasinacak elektronlarin olusumunu
saglayan fotoliz olayin1 olumsuz yonde etkiledigi soylenebilir. Calismada Al
uygulamasinin Yo parametresini Cetin-2000 genotipinde kontrole gore onemli
derecede azalttigi, Zeynelaga genotipinde ise 6nemli bir degisime neden olmadig:
gozlenmistir. Bu degisim Cetin-2000 genotipinde Al etkisiyle yakalanan bir eksitonun
elektronlart Qa’dan elektron taginim sistemine aktarma yeteneginin kisitlandigini,
Zeynelaga’da ise etkilenmedigini gostermektedir. Ancak Al toksisitesi altindaki iki
genotip arasinda bu agidan anlamli bir fark bulunmamistir. Calismada Al toksisitesi
altindaki her iki arpa genotipinde de Eo0 ve ¢Do parametreleri ilgili kontrollere gore
onemli bir degisime ugramamistir. Ancak genotipler birbiriyle kiyaslandiginda ¢Eo’1n
Zeynelaga genotipinde azaldigi; @Do’1n ise arttig1 gdzlenmistir. Buna gore Zeynelaga
genotipinde Al etkisiyle Qa’dan plastokinona elektron taginiminin kuantum veriminin
azaldigy; termal enerji dagitiminin kunatum veriminin ise arttig1 sdylenebilir. ABS/RC,
TRo/RC, ETo/RC ve DIo/RC parametrelerinde Al toksisitesi uygulanan arpa
genotiplerinde kendi kontrollerine gore 6nemli bir degisim gdzlenmemistir. Ancak bu
parametrelerin  timii Al uygulamast sonucunda Cetin-2000 genotipi ile
karsilagtirildiginda Zeynelaga’da dnemli oranda artmistir. Bu sonuglar Al toksisitesi

uygulanan Zeynelaga genotipinde inaktif reaksiyon merkezi miktarinin, FS II’de
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reaksiyon merkezi bagina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini saglayan maksimum
enerji miktarinin, FS II’de reaksiyon merkezi bagina Qa’dan sonraki basamaklardaki
maksimum elektron tasinim hizinin ve FS II’de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal
olmayan olaylarla kaybedilen dissipasyon enerjisi miktarinin arttigini géstermektedir.
Bir bagka deyisle Zeynelaga genotipinde Al toksisitesi etkisiyle elektron taginim
reaksiyonlarinda kullanilamayan enerji ortama 1s1 olarak geri verilmektedir. Al
uygulamasi her iki arpa genotipinde ilgili kontrollere gore SFI(abs), ¢o/(1-@0) ve
PlI(abs) parametrelerinde 6nemli bir degisime neden olmazken; ‘Y'o/(1-V0) parametresi
Cetin-2000 genotipinde belirgin oranda azalmis, Zeynelaga’da 6nemli bir degisim
gostermemistir. Ancak genotipler karsilastirildiginda Al toksisitesi altindaki
Zeynelaga genotipinde SFI(abs), @o/(1-¢o) ve Pl(abs) parametrelerinin 6nemli
derecede azaldigi; Wo/(1-Wo) parametresinin ise onemli bir degisiklik gostermedigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar Al uygulamasinin Zeynelaga genotipinde FS II’yi yapisal ve
fonksiyonel anlamda olumsuz yonde etkiledigini; CO2 fiksasyon reaksiyonlarinin ise

iki genotipte benzer sekilde etkilendigini gostermektedir.

Calismada klorofil a floresansi ile elde ettigimiz verilerin analizinden ¢ikan sonug;
Cetin-2000’e  kiyasla Zeynelaga genotipinin fotosentetik aktivitesinin =~ Al
toksisitesinden daha ¢ok etkilendigi ancak Cetin-2000°de de bir takim fotosentetik

aksakliklarin meydana geldigi yoniindedir.

Diinya capindaki var olan asidik toprak miktari, cesitli faaliyetler sonucu ortama
yayilan kirleticilerin de etkisiyle her gegen giin artmaktadir. Al toksisitesi asitli
topraklarda tiriin miktar1 ve kalitesindeki azalmanmn en 6nemli nedenlerinden biri
olarak goriilmektedir (Wild, 1988). Giinlimiizde tarim arazilerine kire¢, magnezyum
veya kalsiyum ilavesi gibi yaklasimlarla asitli topragin bitki biiyiimesi ve gelisimi
tizerindeki olumsuz etkileri belirli oranlarda giderilmeye caligilsa da (Pandey ve ark.,
2013) bunlar hem ekonomik agidan pahali yontemler olup hem de ekolojik olarak
stirdiiriilebilir degildir. Bu nedenle asitli topraklarda ciddi bir sorun olan Al
toksisitesine karsi toleransli bitki genotiplerinin belirlenmesi, ayn1 zamanda toprak

asiditesiyle bas etmenin en etkili yolu olacaktir.
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