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BAZI ARPA GENOTIPLERINDE KURSUN TOLERANSININ
KLOROFIL A FLORESANSI iLE DEGERLENDIRILMESI

Ali Dogru?
! Sakarya Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,54187, SAKARYA

Oz

Bu c¢alismanin amaci, iki arpa (Hordeum vulgare L.) genotipinde (Tarm-92 ve Tokak 157/37) kursun
toksisitesinin (1.5 mM PbNOg) etkilerinin klorofil a floresansi teknigi ile arastirilmasidir. Her iki arpa
genotipinde kursun uygulamasi ile kok ve govde biiyiimesi ile toplam bitki boyu inhibe edilmistir. Govde
biliylimesindeki inhibisyon, muhtemelen yapraklardaki kursun birikimi nedeniyle, toplam bitki boyundaki
azalmadan sorumlu bulunmustur. Diger yandan, klorofil a floresansi 6l¢iimleri ile gosterildigi tizere, her iKi arpa
genotipinde fotosistem II aktivitesi kursun uygulamasi sonucunda azalmistir. Sonuglarimiz Tokak 157/37 ile
karsilastirildiginda, kursun toksisitesi altindaki Tarm-92’deki reaksiyon merkezlerinde daha fazla hasarin
olustugunu gostermistir. Ayrica kursun uygulamasi Tarm-92’de kinonA’nin indirgenmesini saglayan yakalanan
enerji miktarini ve 1s1 olarak dagitilan enerji miktarini artirmis, kinonA’ dan sonraki maksimum elektron taginim
hizint azaltmigtir. Bu sonuglar kursun stresi altindaki Tarm-92’nin  absorbladigi 1s1gin biiyiikk kismin
kullanamayip 1s1 olarak dagittigini ve sonugta fotosistem II aktivitesinin azaldigini gdstermektedir. Ancak Tokak
157/37°de daha az enerji 1s1 olarak dagitilmakta ve TRo/RC ile ETo/RC’deki degisimlerle ispatlandig: gibi daha
yiiksek fotosistem II aktivitesi belirlenmistir. Sonug olarak, kursun toksisitesi sartlarinda daha yiiksek fotosistem
IT aktivitesine sahip oldugu i¢in Tokak 157/37’nin Tarm-92 ile karsilagtirildiginda kursuna daha toleransh
oldugu soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Arpa, klorofil floresansi, kursun, toksisite

EVALUATION OF LEAD TOLERANCE IN SOME BARLEY
GENOTYPES BY MEANS OF CHLOROPHYLL A FLUORESCENCE

Extended Abstract

Heavy metals are grouped with regard to their density. They can be found naturally in the
soil because of weathering and other processes on rocks. However, because of industrialization and a rapid
population increase, production of anthropogenic biosolids and agrochemical waste has been enhancing the risk
of heavy metal contamination in soils. This is one of the main environmental problems, keeping in mind that
metals reach the soil and end up depreciating the whole area. In toxic concentrations, heavy metals damage plants
and organisms, affecting their organs, changing their biochemical processes, organelles, cellular membranes, and
causing health problems. Most of the heavy metals are persistent in soil because of their immobile nature. The
main heavy metals present in soil are Cadmium (Cd), copper (Cu), lead (Pb), zinc (Zn), chrome (Cr),
nickel (Ni), barium (Ba), argon (Ag), cobalt (Co), mercury (Hg), and antimony (Sb), and some of these
elements are essential for many physiological functions in plants, whereas others have no
known biological function. Lead is widespread toxic element having no role in biological metabolism. The major
source of Pb in the environment includes metal smelting, agriculture, industry, and urban activities. In plants,
excess Pb inhibits germination of seeds, growth of plants, synthesis of chlorophyll and photosynthesis.
Photosynthesis has been reported to be one of the most sensitive process against Pb toxicity. The most modern
and sensitive technique used to measure photosynthesis is chlorophyll a fluorescence. Chlorophyll a fluorescence
measurements provide valuble information about the stat of photosystem I1. One of the important advantages of
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this technique is that it enables the determination of stress effects long before the observing of visible symptoms
of any stress factor.

In this study, the effect of lead toxicity (1.5 mM PbNQOs3) in barley (Hordeum vulgare L.) genotypes (Tarm-92
and Tokak 157/37) was investigated by means of chlorophyll fluorescence technique. Root and shoot growth
and total plant length were inhibited by lead treatment in the both barley genotypes. Inhibition of shoot growth
was mainly responsible for the decreased total plant length, probably due to higher level of of lead accumulation
in the barley leaves. Photosystem Il efficiency, on the orher hand, was decreased by lead toxicity in the both
barley genotypes, as evaluated by chlorophyll fluorescence measurement. Our results showed that Tarm-92 had
higher level of damaged reaction centers under lead toxicity as compared to Tokak 157/37. In addition, lead
treatment increased the amount of trapped energy leading to quinoneA reduction (TRo/RC) and dissipated energy
as heat (D1o/RC) and decreased maximum electron transport flux further than quinoneA (ETo/RC) in Tarm-92.
These results showed that Tarm-92 under lead stress can not use absorbed light energy and dissipated it as heat,
resulting in the decreased photosystem Il activity. In Tokak 157/37, however, less energy was dissipated as heat
and higher photosystem Il activity was determined as confirmed by the changes in TRo/RC and ETo/RC. As a
result, it may be concluded that Tokak 157/37 is more tolerant to lead toxicity because of higher photosystem 11
activity under lead toxicity as compared to Tarm-92.

Keywords: Barley, chlorophyll fluorescence, lead, toxicity

1. Girig

Kursun (Pb) farkli amaglarla yaygin olarak kullanilan bir agir metaldir. Akiimiilatdr, cam, boya, pigment ve cila
tiretiminin yani sira matbaacilik alaninda metalik kursun ve kursunun oksit, karbonat, nitrat, kromat ve siilfatl
bilesikleri kullanilmaktadir. Diinya kursun iiretimim yilda birka¢ milyon ton civarindadir. En 6nemli
antropojenik kursun kaynaklar1 arasinda metaliirji, metal isleme, farmasotik, kimyasal ve petrokimyasal
stireclerle birlikte tasitlarin egzoz gazlari sayilabilir. En yiiksek seviyedeki kursun kirliligine askeri faaliyetlerin
stirdiiriildiigii alanlarda gézlenmektedir (Adamia vd., 2003).

Topraklardaki kursun kontaminasyonu her seyden 6nce topragin mikrobiyolojik yapisint bozmaktadir. Kursunun
mikroflora iizerinde neden oldugu toksisitenin derecesi toprak tipine bagli olarak degismektedir (Rusin, 1988).
Mikroskobik mantarlar gibi bazi 6karyot canlilar ve baz1 bakteri tiirleri gibi prokaryotlar kursun toksisitesine
nispeten toleranslidir. Ancak Actinomycetes grubundaki mantarlarla molekiiler azot asimilasyonu yapan
bakteriler kursuna olduk¢a duyarhdir. Bu nedenle kursun kontaminasyon derecesinin belirlenmesi konusunda
biyoindikator olarak kullanilan canlilardir.

Kursun orta derecede toksik olan bir agir metal olarak degerlendirilmektedir. Kursunun insanlardaki toksik
etkileri arasinda merkezi ve periferal sinir sisteminde, kemik iligi ve kan damarlarindaki hasarlarin yani sira
protein sentezinin baskilanmasi, genetik yapidaki bozulmalar, gonad ve embriyoda gelisim bozukluklart ile
cesitli kanser tiirleri sayilabilir (Cohen, 2001).

Toprakta bitki bilylimesini ve tiriin miktarini %5-20 oraninda azaltan kursun konsantrasyonu toksik olarak kabul
edilmektedir. Topraklardaki kursun konsantrasyonu 50 mg kg™’dan fazla ise, tarimsal bitkilerin dokularindaki
kursun miktar1 da kabul edilebilir stmir degerini asmaktadir. Insan doku ve organlarindaki kursunun yaklasik
%90’11k kism1 gidalardan, bunun %60-701lik boliimii de bitkisel gidalardan kaynaklanmaktadir.

Yapilan caligmalar topraktaki kursunun bitkiler tarafindan absorblandigini; kok, gévde, yaprak, kok nodiilleri ve
tohum gibi organlarda akiimiile edildigini gostermistir. Kokler tarafindan alinan kursunun genellikle az bir kism1
bitkinin toprak iistii organlarma tasmir. Clinkii koklerde bulunan endodermis tabakasi kursunun gévde ve
yapraklara tasimimini kismen engelleyen bir bariyer gorevi yapmaktadir (Sobotik vd., 1998). Buna ragmen
kursun toksisitesinin yapraklarda ¢ok belirgin etkileri gozlenmektedir. Yaprak laminasinda klorotik ve nekrotik
bolgelerin olugmasi bunlar arasinda sayilabilir. Bunun diginda kursun toksisitesi yapraklardaki klorofil, protein,
DNA, RNA ve kuru agirligin azalmasina; proteaz ve RN Aaz aktivitesinin azalmasina yol acarak senesens olayini
hizlandirabilir. Tohum ¢imlenmesi de birgok bitki tiiriinde kursun toksisitesi sonucunda inhibe edilmektedir.
Hiicresel boyutta diigiiniildiigiinde kursun toksisitesi ¢esitli membran sistemlerindeki lipid kompozisyonunu
degistirmekte ve aktif oksijen tiirlerinin (AOT) olusumunu hizlandirarak lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir
(Singh vd., 2010; Shadid vd., 2012). Kursun toksisitesi bitki hiicrelerinde gen ekspresyonunda degisimlere neden
olarak, protein oksidasyonunu stimiile ederek ve serbest amino asit miktarini azaltarak bitki hiicrelerindeki
toplam ¢oziiniir protein miktarini azaltmaktadir (Kovalchuk vd., 2005; Wang vd., 2008; Xiong vd., 2006).
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Fotosentez bitkilerde kursun toksisitesine en duyarli olan metabolik olaylardan biridir. Kursun toksisitesine
maruz kalan bitkilerde yaprak bilylimesinin yavasladigi, fotosentetik pigment miktarinin azaldigi, kloroplast
yapisinin bozuldugu ve CO, asimilasyonu ile ilgili enzimlerin aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir (Ernst vd.,
2000). Kupper vd. (1996) kursun toksisitesinin fotosentetik aktiviteyi azaltmasinin nedenlerinden birinin,
kursunun klorofil molekiiliiniin yapisindaki magnezyum ile yer degistirmesi oldugunu belirtmislerdir. Gupta vd.
(2009) ise kursun toksisitesi altindaki bitkilerde fotosentetik pigment sentezinin inhibe edildigini rapor
etmiglerdir. Kursunun kloroplast iizerindeki direkt etkileri ise fotosentetik elektron tasiniminin inhibisyonuna
neden olmaktadir. Ornegin Qufei ve Fashui (2009) kloroplastlarda birikim gdsteren kursunun fotosistem II’nin
(FS 1I) sekonder yapisini bozdugunu ve FS II yapisindaki pigment-protein kompleksleri arasindaki enerji
transferini inhibe ettigini belirtmislerdir. Ancak kursun toksisitesinin bitkilerde fotosentetik aktivite iizerindeki
inhibe edici etkisinin nedenleri tam olarak bilinmemektedir.

Giintimiize kadar fotosentez hizinin veya fotosentetik aktivitenin Olgiilmesine ydnelik bircok metod
gelistirilmistir. Giiniimiizde fotosentezin 6l¢iilmesinde kullanilan en modern ve hassas teknik klorofil a
floresansidir (Maxwell ve Johnson, 2000). Klorofil a floresansi 6lgiimleri ile FS II’nin durumu hakkinda bilgi
elde edilmektedir. Klorofil molekiillerinin absorbladig: 151k enerjisinin ne kadariin fotosistem II tarafindan
kullanildig1 ve fazla 1sik enerjisi nedeniyle FS II’de meydana gelen zararin boyutlart gibi konularda fikir
vermektedir. FS II’ de meydana gelen elektron hareketleri, tiim fotosentez hizi hakkinda belirleyici etkiye
sahiptir. FS II aynm1 zamanda, 151k etkisiyle ¢esitli zararlarin meydana geldigi fotosentetik aygitin en duyarli
bolgesi olarak bilinmektedir. Herhangi bir stres faktoriiniin etkili oldugu ilk boélgenin de FS II oldugu
bilinmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000). Bu teknigin sagladigi en biiylik avantajlardan biri herhangi bir stres
faktoriiniin gozle goriinir belirtilerinin gézlenmesinden ¢ok daha once stres etkilerinin belirlenmesini
saglamasidir. Klorofil a floresans: 6l¢iimleri ile bir bitkinin fotosentetik performans: hakkinda degerli bilgiler
elde edilmektedir.

Tarimsal alanlardaki topraklarin kursunla kontaminasyonu her gecen giin ililkemiz topraklarinin tarimsal
verimliligi i¢in biiyliyen bir tehdit olugturmaktadir. Arpa, iilkemizde bugdaydan sonra en biiyiik ekim alanina
sahip olan bir bitki tiirtidiir (Sahin, 2001). Bu ¢alismada iki farkli arpa genotipinde kursun toksisitesi etkilerinin
klorofil a floresansi teknigi ile karsilagtirmali olarak arastirilmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki materyali ve deneysel plan

Aragtirmada arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisine ait Tarm-92 ve Tokak 157/37 genotipleri kullanilmistir.
Tohumlar Ankara Tarla Bitkileri Merkez Aragtirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Esit biiyiikliikte ve saglam
olan tohumlar segilerek cam petri kaplarinda bidistile su ile islatilmis kurutma kagitlari arasina yerlestirilmistir.
Petri kaplar1 24 °C sicaklik ve %40-50 oransal neme sahip olan iklim dolabinda karanlik ortamda ¢imlenmeye
birakilmustir. Ug giin sonra her iki genotipe ait uniform fideler perlit ve % oraninda sulandirilmis Hoagland besin
¢Ozeltisi igeren saksilara transfer edilerek 18/25 °C sicaklik (gece/giindiiz), 16/8 saat fotoperiyot (giindiiz/gece),
%505 oransal nem ve 200 pmol foton m? s 131k siddetine sahip iklim dolabina yerlestirilmistir. 32 giinliik olan
bitkiler iki gruba ayrilmustir. Birinci grupta bulunan kontrol bitkileri denemenin sonuna kadar % oraninda
sulandirilmis Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanirken, ikinci gruptaki bitkilere 1.5 mM kursun nitrat (PbNO3),
¢ozeltisi verilmistir. Uygulamanin baglamasindan sonraki altinci giin klorofil a floresansi teknigi ile fotosentetik
aktivite Ol¢iilmiis ve bazi fizyolojik biiylime parametreleri belirlenmistir.

2.2. Kok ve govde boylarinin belirlenmesi

6 gilinliik kursun toksisitesi uygulamasi sonunda fidelerin kok ve govdeleri birlesme yerlerinden bisturi ile
kesilerek, uzunluklar1 milimetrik bir cetvel yardimiyla 10 tekrarl olarak Sl¢iilmiistiir. Olgiimler sirasinda en uzun
kokiin uzunlugu esas alinmistir. Kok boyu, gévde boyu ve toplam bitki boyu cm bitki olarak ifade edilmistir.

2.3. Taze ve kuru agirliklarin belirlenmesi

Kontrol ve stres grubuna ait bitkilerin hasat islemlerinin yapildig1 giin kok ve govdelerin taze agirliklari (gr bitki-
1) 5 tekrarl olarak tartilmustir. Daha sonra bitkiler 80 °C’ye ayarlanmus etiivde 48 saat bekletilmis ve tekrar
tartilarak kuru agirliklar (gr bitki?) kaydedilmistir.
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2.4. Metal analizleri

Hasat edilen arpa fidelerinin kdk ve govdeleri bisturi yardimiyla ayrildiktan sonra yapraklar bidistile suyla
yikanmig ve 150 °C’ye ayarlanmis etiivde 48 saat kurutulmugtur. Konsantre HNO3 ekstraksiyonundan elde edilen
orneklerdeki Pb miktar1 ICP-OES yontemiyle belirlenmistir (Bilal vd., 2018).

2.5. Klorofil a floresansi dlgiimleri

Klorofil a floresans parametreleri hem kontrol hem de kursun toksisitesi uygulanan bitkilerin yapraklarinda
“bitki verimlilik analizatorii” (HandyPEA florometresi, Hansatech Instruments Ltd., Pentney, King’s Lynn,
Norfolk, England) yardimiyla gergeklestirilmistir. Bu amagla 6l¢iim i¢in kullanilacak yapraklar, yaprak klipsleri
yardimiyla 45-60 dakika karanlik adaptasyonuna maruz birakilmistir. Daha sonra yaprak yiizeylerine 3,500 pmol
m2 s siddetinde 151k uygulanmis ve elde edilen parametrelerin degerlendirilmesi PeaPlus ve Biolyzer adli
programlarla uygulanan JIP testi ile yapilmistir (Bussotti vd., 2007). JIP testi ile ilgili terminoloji tablo 1’ de
verilmistir.

Tablo 1. Klorofil a floresansi 6l¢timlerine bagli olarak hesaplanan JIP testi parametreleri.

Parametreler

Fo Karanlik adaptasyonu saglanmis 6rnekte tiim FS 11 reaksiyon merkezlerinin agik oldugu andaki minimum
floresans

Fm Karanlik adaptasyonu saglanmis 6rnekte tiim FS II reaksiyon merkezlerinin kapali oldugu andaki maksimum
floresans

Fv Fotokimyasal olmayan tiim prosesler minimum seviyede iken maksimum degisken floresans

Fv/Fm FS II’ nin maksimum kuantum etkinligi

Fv/Fo Hill reaksiyonu (fotoliz) etkinligi

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

ETo/RC FS II’de reaksiyon merkezi basina Qa’dan sonraki basamaklardaki maksimum elektron taginimi

TRo/RC FS II’de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini saglayan maksimum enerji

Dlo/RC FS II’de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen dissipasyon enerjisi

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

Alan OJIP egrisinin lizerinde kalan, F, ile F, arasinda bulunan ve indirgenmis plastokinon (PQ) havuzunun boyutunu
ifade eden bolge

tem Fm’ye ulasilmasi igin gereken zaman

AVIAt, Kapali reaksiyon merkezlerinin birikim hizi

N Fn’ye ulasilincaya kadar gegen siirede Qa’nin indirgenme sayisi

Plags Performans indeksi

SFlags FS I’nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii

SM Tiim reaksiyon merkezlerinin kapanmasi i¢in gereken enerji

%% Yakalanan bir eksitonun bir elektronu Qa’dan elektron tasinim sistemine hareket ettirme etkinligi

#o Termal dissipasyonun kuantum verimi

Peo Qa’dan PQ’ya elektron taginimimin kuantum verimi

Pro PQ’dan FS I’in son elektron akseptoriine elektron taginimimin kuantum verimi

Aro Elektronlarin sistemler arasi elektron tastyicilarindan FS I’in akseptor bolgesine taginim hizi

2.6. istatistik analizler

Elde edilen verilerin aritmetik ortalama ve standart hatalar1 hesaplanmis, daha sonra verilere SPSS 20.0 paket
programt kullanilarak, istatistiki varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Her bir bagimsiz degisken igin
uygulamalarin kontrole gore neden oldugu farkin nem kontrolii Duncan testi ile (Anlamli Onemli Fark; AOF)
%S5 diizeyinde hesaplanmustir.

3. Bulgular
Farklt ikig arpa genotipinde kursun toksisitesinin kok bilyiimesi iizerine etkisi sekil 1A’da verilmistir. Tarm-92 ve
Tokak 157/37°de kursun uygulamalar1 kok biiylimesini ilgili kontrollere gére énemli derecede inhibe etmistir
(P<0,05). Kursun toksisitesinin kok biiyiimesi {izerine etkisi bakimindan iki arpa genotipi arasinda fark
bulunmamistir (P>0,05). Calismada kullanilan kursun konsantrasyonu Tarm-92 ve Tokak 157/37’de govde
biiytimesini ve toplam bitki boyunu kontrollere gore istatistiksel olarak inhibe etmistir (P<0,05) (Sekil 1B ve C).
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1.5 mM’lik kursun uygulamasinin Tarm-92 genotipinde, Tokak 157/37 ile karsilastirildiginda govde biiylimesi
iizerindeki inhibe edici etkisinin daha belirgin oldugu gozlenmistir (P<0,05). Ancak 1.5 mM’lik kursun
uygulamasi, Tarm-92°de toplam bitki boyunu Tokak 157/37°ye gore daha belirgin sekilde azaltmistir (Sekil 1C).
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Sekil 1. Kursun toksisitesinin arpa genotiplerinde (A) kdk boyu, (B) gbévde boyu ve (C) toplam boy tlizerindeki
etkisi (* igareti uygulamalarin kontrollere gore P=0.05 seviyesinde farkli oldugunu géstermektedir).

Tarm-92 ve Tokak 157/37 genotiplerinde kursun uygulamalar1 kdk taze ve kuru agirliklarini kontrollere gore
6nemli derecede etkilememistir (P>0,05) (Sekil 2A ve B).
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Sekil 2. Kursun toksisitesinin arpa genotiplerinde (A) kok taze agirligi ve (B) kdk kuru agirligt izerindeki etkisi
(* isareti uygulamalarin kontrollere gére P=0.05 seviyesinde farkli oldugunu gostermektedir).

Govde taze agirliklart her iki genotipte de 1.5 mM’lik kursun uygulamasi sonucunda kendi kontrollerine gére
onemli derecede azalirken (P<0,05); genotipler arasinda istatistiksel fark gézlenmemistir (P>0,05) (Sekil 3A).
1.5 mM’lik kursun uygulamasi her iki genotipte de sadece gévde kuru agirligint kontrolle karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak etkilememistir (P>0,05) (Sekil 3B).
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Sekil 3. Kursun toksisitesinin arpa genotiplerinde (A) govde taze agirligi ve (B) govde kuru agirlig: iizerindeki
etkisi

Calismada kullanilan her iki kursun konsantrasyonu da arpa genotiplerinin yapraklarindaki kursun miktarini
kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda 6nemli derecede artirmistir (P<0,05) (Sekil 4). Tokak 157/37 genotipinin
yapraklarindaki kurgun birikiminin Tarm-92’ye gére daha fazla oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4. Kursun toksisitesinin arpa genotiplerinin yapraklarindaki kursun miktar: tizerindeki etkisi (* isareti
uygulamalarin kontrollere gére P=0.05 seviyesinde farkli oldugunu géstermektedir).

Bu arastirmada kursun toksisitesinin iki arpa genotipindeki fotosentetik etkinlik {izerindeki etkisi klorofil a
floresanst teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Fo (minimum floresans) degeri kursun toksisitesi uygulanan
iki arpa genotipinde de kontrollere gore istatistiksel bir fark gostermemistir (P>0,05) (Sekil 5) Ancak kursun
toksisitesi Tokak157/37 genotipinde Tarm-92’ye gore daha yiiksek bir Fo degerine neden olmustur (P<0,05)
(Sekil 5). Fm (maksimum floresans) degeri kursun toksisitesi altindaki Tarm-92 genotipinde kontrole gore
belirgin derecede azalirken (P<0,05), Tokak157/37°de etkilenmemistir. (Sekil 5). Kursun toksisitesi uygulanan
Tokak 157/37°deki Fm degerinin Tarm-92’ye gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu gézlenmistir (P<0,05).
Fv/Fm orani (FS II’'nin maksimum kuantum etkinligi) iki genotipte de kursun uygulamast sonucunda kendi
kontrollerine gore 6nemli derecede azalmistir (P<0,05) (Sekil 5). Ancak genotipler arasinda istatistiksel bir fark
gozlenmemistir (P>0,05). Kursun toksisitesine maruz birakilan her iki arpa genotipinde de; alan, Fv/Fo (Hill
reaksiyonu etkinligi), Wo (yakalanan bir eksitonun bir elektronu Qa’dan elektron tagimim sistemine hareket
ettirme etkinligi), ¢eo (Qa’ dan PQ’ ya elektron taginiminin kuantum verimi), N (Fm’ye ulasilincaya kadar gecen
stirede QA’nin indirgenme sayist), SFlags (FS II’nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii), RC/ABS
(FS II’de anten klorofilleri bagina aktif reaksiyon merkezi miktar1), Plags (performans indeksi) ve ¢ro (PQ’dan
FS I’in son elektron akseptoriine elektron taginiminin kuantum verimi) kendi kontrollerine gore 6nemli derecede
azalirken (P<0,05), bu parametreler agisindan genotipler arasinda 6nemli fark gézlenmemistir (P>0,05) (Sekil
5). Kursun toksisitesi Tarm-92 ve Tokak 157/37 genotiplerinin yapraklarinda AV/At, (kapali reaksiyon
merkezlerinin birikim hizi), ¢po (termal dissipasyonun kuantum verimi) ve DIo/RC’nin (FS II’de reaksiyon
merkezi basina fotokimyasal olaylar disinda kaybedilen dissipasyon enerjisi) ilgili kontrollere gore istatistiksel
olarak artmasina yol agmis (P<0,05); ancak genotipler arasinda fark gézlenmemistir (P>0,05) (Sekil 5). Sadece
Tarm-92’de kursun toksisitesi sonucunda ABS/RC (reaksiyon merkezi basina FS II’nin ortalama anten boyutu)
ve TRo/RC’nin (FS II’de reaksiyon merkezi bagina yakalanan ve QA’ nin indirgenmesini saglayan maksimum
enerji) kontrolle kargilagtirildiginda 6nemli oranda arttig1 ancak ETo/RC’nin (FS II’de reaksiyon merkezi basina
Qa’dan sonraki basamaklardaki maksimum elektron taginimi) azaldigi belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 5).

ABS/RC, TRo/RC ve ETo/RC parametreleri bakimindan genotipler arasindaki istatistiksel bir fark goriilmemistir
(P>0,05). Aro (elektronlarin sistemler arasi tasiyicilar elektron tasiyicilarindan FS I’in akseptor bolgesine taginim
hiz1) her iki genotipte de kontrol degerleri ile karsilagtirildiginda kursun toksisitesinden etkilenmemis P>0,05)
ancak bu degerin Tarm-92’deTokak 157/372’ye gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Sekil 5).
Ancak kursun toksisitesi her iki arpa genotipinde de absorbe edilen 151k enerjisi basina elektron taginim hizini
(ETo/ABS) azaltirken hasarli reaksiyon merkezi miktar1 (RC/ABS) ve fotokimyasal olmayan olaylarin neden
oldugu dissipasyon enerjisini (DIo/ABS) artirmustir (Sekil 6).
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Sekil 5. Kursun toksisitesinin arpa genotiplerinin yapraklarindaki klorofil a floresansi parametreleri iizerindeki
etkisi.

Sekil 6. Kursun toksisitesinin arpa genotiplerinin FS II birimlerindeki reaksiyon merkezleri lizerindeki etkisi (A:
Tarm-92 kontrol; B: Tarm-92Pb; C: Tokak 157/37 kontrol; D: Tokak 157/37Pb) (bos daireler saglam,
dolu daireler ise hasarli reaksiyon merkezlerini gostermektedir).

4. Tartisma

Kursun bitki biiylimesi i¢in gerekli bir element olmadig1 gibi ¢evre kirlenmesine yol ag¢tig1 da bilinmektedir.
Ornegin kursun ile kontamine olmus topraklarda 1.9-3.9 mM kursun bulundugu bildirilmistir (Angelone ve Bini,
1992). Kursunun bitkilerde hasar olusturma potansiyelinin toprak ¢ozeltisindeki miktarina ve ¢dzliniirliigiine,
kokler tarafindan alinabilirligine ve taginimina baglidir. Yapilan arastirmalar kursunun bitkilerde erken biiyiime
evresinde ¢esitli toksik etkiler yoluyla olumsuz etkilere neden oldugunu gdstermistir (An, 2006).

Schiitzendiibel vd. (2001) kursun gibi agir metallerin kok biiylimesini inhibe ettigini bildirmistir. Bitkiler makro
ve mikro elementlerin yani sira zararli agir metalleri de kokleri araciligr ile aldiklarindan ilk zararlanmanin
meydana geldigi bolgeler olarak kabul edilmektedir (Verma ve Dubey, 2003). Calismada kullanilan kursun
konsantrasyonu (1.5 mM) her iki arpa genotipinde de kok ve gdvde biiylimesini belli oranda inhibe etmistir.
Yapilan bir arastirmada kursun elementinin bitkilerde kok ve gdvdenin apikal meristemlerindeki mitotoik
aktiviteyi azalttig1 belirlenmistir (Malkowski vd., 2002). Buna goére bu arastirmada kursun uygulanan arpa
genotiplerinin kdk ve govde biiylimesinde gozlenen inhibisyonun nedeni uygulanan kursunun bilylime
bolgelerinde mitoz boliinmeyi olumsuz etkilemesi olabilir. Bunun yani sira yapilan bazi ¢alismalarda da kursun
toksisitesinin bitkilerde mineral madde beslenmesini olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Ornegin kursunun, hiicre
boliinmesi igin gerekli bir element olan potasyum alinimini azalttigi rapor edilmistir (Elumalai vd., 2002).
Calismada elde edilen diger 6nemli bir sonu¢ da kursun toksisitesi altindaki Tarm-92 genotipinde gévde
biiylimesinin, Tokak 157/37’ye gore daha belirgin sekilde inhibe edilmesidir. Bu sonu¢ Tarm-92 genotipinde
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koklerle alman kursunun gdvde apikal meristemlerine tagimim hizinin ve birikim yogunlugunun daha fazla
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak yapilan metal analizlerinde Tarm-92’nin yapraklarindaki kursun
miktarinin Tokak 157/37°ye gore daha az oldugu belirlenmistir. Bu durumda Tokak 157/37 genotipinin
yapraklarinda daha fazla kursun birikimi olmasina ragmen govde biiylimesinin kursun toksisitesinden Tarm-
92’ye gore daha az etkilenmesi, bu genotipin kursuna daha toleransli oldugunu gosterebilir. Ayrica aragtirmadan
elde edilen sonuclar, 6zellikle Tarm-92’de kursun toksisitesi sonucunda toplam boyda gozlenen azalmadan
temelde govde biiylimesinin inhibisyonundan kaynaklandigin1 da ortaya c¢ikarmistir. Diger yandan calismada
kullanilan ve kursun uygulanan iki arpa genotipinde kok taze agirlig1 etkilenmemis ancak govde taze agirliklari
kontrollere gore azalmistir. Bu sonuglar da her iki arpa genotipinde kursun toksisitesinin kokler tarafindan
gerceklestirilen su alinimini etkilemedigini ancak kdklerden toprak iistii organlara su taginim hizini azalttigini
ortaya ¢ikarmistir. Nitekim kursun toksisitesi altindaki arpa genotiplerinin yapraklarindaki kuru madde birikimi
kontrollerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak etkilenmemistir.

Kalajivd. (2011) klorofil a floresans1 tekniginin farkli gevresel stres faktorlerinin fotosentetik aktivite tizerindeki
etkilerinin aragtirilmasinda ¢ok uygun bir yontem oldugunu bildirmistir. Bu teknikle 6zellikle FS II’nin yapisinda
meydana gelen elektron taginim olaylar1 hakkinda bilgiler elde edilmektedir. Bunun diginda 6l¢timlerin canli
bitkiler lizerinde yapilmasi sayesinde stres faktorlerinin fotosentetik aktivite tizerindeki etkilerinin ¢ok kisa bir
stirede ortaya c¢ikarilmasini saglamaktadir (Kalaji vd., 2011). Bir¢cok calismada cesitli stres faktorleri altindaki
bitkilerde Fo’in artmasinin nedeni olarak, elektronlarin Qa’dan Qg’yen gegisinin engellenmesi ve FS II'nin 151k
enerjisini yakalama etkinligindeki azalma gosterilmistir (Kalaji vd., 2011). Fm degeri FSII’nin akseptor
bolgesinin rediiksiyon durumunu gostermektedir (Georgieva ve Lichtenthaler, 1999). Bitkilerde Fv/Fm orani
gevresel kosullarin normal oldugu durumlarda 0,83 civarindadir. Bu oranin azalmasi bir fotoinhibisyon
gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Bjorkman ve Demmig, 1987). Arastirmada kursun toksisitesi uygulanan
iki arpa genotipinde Fo degerleri kontrole gore onemli bir degisim gdstermemis ancak Tokak 157/37°nin
yapraklarindaki Fo degerinin Tarm-92’ye gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Tarm-92 genotipinin
yapraklarindaki Fm degeri hem kontrole hem de kursun uygulanmig Tokak 157/37’nin yapraklarindaki Fm
degerine gore daha diisiik bulunmustur. Fv/Fm orani ise kursun toksisitesi altindaki her iki arpa genotipinin
yapraklarinda kontrollere gore daha diisiik bulunmustur (Sekil 5).

Tokak 157/37°de gozlenen daha yiiksek Fo degeri bu genotipte Fs II’deki elektron taginiminin kursun toksisitesi
nedeniyle daha olumsuz etkilenmesinden kaynaklanmis olabilir. Ancak Tokak 157/37’nin yapraklarindaki Fm
degerinde gozlenen degisimler de bu genotipte FS II’nin akseptdr bolgesinin kursun toksisitesine Tarm-92’ye
gore daha dayanikli oldugunu gostermektedir. Her iki genotipte kursun toksisitesi altinda Fv/Fm oraninin
azalmast fotoinhibisyon gostergesi olarak kabul edilebilir (Kalaji vd., 2011). Ayrica Tarm-92’nin
yapraklarindaki fotoinhibisyonun kursun toksisitesinin etkisiyle elektronlarin Qa’dan Qg’ye tasiniminin
engellenmesinden; Tokak 157/37°de ise Fs II’'nin akseptor bolgesinin yeterince indirgenememesinden
kaynaklandig1 sdylenebilir.

Fv/Fo oram1 FS II’nin dondr bolgesinde bulunan ve suyu pargalayarak sistemde tasmacak elektronlarin
olusumunu saglayan yapmin etkinligini gostermektedir. Aragtirmada her iki arpa genotipinde de kursun
toksisitesi altinda Fv/Fo oran1 kotrollere gore belirgin derecede azalmistir (Sekil 5). Suyu pargalayan kompleksin
cesitli stres faktorlerine karsi fotosentetik elektron taginim sisteminin en duyarli bélgesi oldugu bilinmektedir.
Fotosentetik elektron tagimim sisteminde meydana gelebilecek herhangi bir anormallik bu oranin azalmasina
neden olmaktadir (Pereira vd., 2000). Buna goére Fo ve Fm degerleri ile Fv/Fm oraninda meydana gelen
degisimler gbéz Oniline alindiginda, suyu pargalayan sistemin kursun toksisitesine duyarli oldugunu
gostermektedir. Ayrica FS II’de kursun toksisitesi nedeniyle Qa ve Qg diizeyinde elektron tasiniminda meydana
gelen aormallikler de Fv/Fo oraninin azalmasina yol agmisg olabilir.

Klorofil a floresans sinyallerinde zamana (logaritmik) bagli olarak meydana gelen degisimleri gosteren grafige
OJIP egrisi ad1 verilmektedir. Bu grafikte “O” noktasi Fo degerini, “P” noktas1 ise Fm degerini gostermektedir.
Olusan grafigin iizerindeki bolgenin (Fo-Fm arasi) bilyiikliigii FS II’nin indirgeyici bolgesindeki Qa miktari ile
ilgili bilgi saglamaktadir. Oukarroum vd. (2015) reaksiyon merkezlerinden Qa’ya dogru gerceklesen elektron
tasiniminin inhibisyonu sonucunda bu alanin azaldigini bildirmistir. Yapilan ¢aligmada alan parametresi kursun
toksisitesine maruz birakilan arpa genotiplerinde kontrollere gére énemli oranda azalmistir (Sekil 5). Bu sonug
da kursun toksisitesinin her iki arpa genotipinde elektron tasinim reaksiyonlarini belli oranda inhibe ettigini
gostermektedir.




DOGRU Bartin University International Journal of Natural and Applied Sciences
JONAS, 2019, 2 (2): 228-238

Bunun diginda her iki genotipte kursun uygulamalari; AV/At, (kapali reaksiyon merkezlerinin birikim hizi)
degerini artirirken, W, (yakalanan bir eksitonun bir elektronu Qa’dan elektron taginim sistemine hareket ettirme
etkinligi), ¢eo (Qa’dan PQ’ya elektron taginiminin kuantum verimi), N (Fm’ye ulasilincaya kadar gegen siirede
Qa’nin indirgenme sayisi) degerlerini azaltmasi tuz stresinin FS II’deki elektron tasinimini farkli bdlgelerde
inhibe ettigini gostermektedir. SFlags (FS II’ nin yapisal ve fonksiyonel durumunun indikatorii) degerinde
gozlenen degisimler de bu bulgulari destekler niteliktedir. Nitekim SFIags degeri kursun toksisitesi uygulanan
iki arpa genotipinde de kontrollere gore 6nemli diizeyde azalmistir (Sekil 5). Calismada kursun uygulamalarinin
arpa genotiplerinde fotosentetik elektron taginim reaksiyonlarini inhibe ettigini gosteren kanitlardan biri de
RC/ABS (FS II’ deki anten klorofilleri basina aktif reaksiyon merkezi miktar1) oraninda meydana gelen
azalmalardir (Sekil 5 ve Sekil 6). Bu nedenle arpa genotiplerindeki elektron tasimim reaksiyonlarimin
yavaglamasinin 6nemli sebeplerinden birinin de aktif reaksiyon merkezi miktarinda gézlenen azalma oldugu
sOylenebilir.

Calismada Tarm-92 genotipinde kursun uygulamasi sonucu ABS/RC (rekasiyon merkezi basma FS II'nin
ortalama anten boyutu), TR/RC (FS II’de reaksiyon merkezi basina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini
saglayan maksimum enerji miktart), DIo/RC (FS II’de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal olaylar diginda
kaybedilen dissipasyon enerjisi miktar1) ve ¢po (termal dissipasyonun kuantum verimi) kontrole gore artarken,
ETo/RC (FS II’de reaksiyon merkezi bagina Qa’dan sonraki basamaklardaki maksimum elektron taginim hizi)
azalmistir (Sekil 5). Bu sonuglar Tarm-92’de yakalanan eksitasyon enerjisinin elektron taginimimi saglamak
amaciyla kullaniminin kursun toksisitesi etkisiyle azaldigini ve bu enerjinin ortama 1s1 olarak geri verildigini
gostermektedir. Tokak 157/97°de ise ABS/RC (rekasiyon merkezi basina FS II’nin ortalama anten boyutu),
TRo/RC (FS II’de reaksiyon merkezi bagina yakalanan ve Qa’nin indirgenmesini saglayan maksimum enerji
miktar1) ve ETo/RC (FS II’de reaksiyon merkezi basina Qa’dan sonraki basamaklardaki maksimum elektron
tasinim hiz1) kursun toksisitesi altinda degismemis; DIo/RC (FS II’de reaksiyon merkezi basina fotokimyasal
olaylar disinda kaybedilen dissipasyon enerjisi miktari) ise artmistir. Bu sonu¢ Tokak 157/97°de dissipasyon
enerjisinin 1s1 olarak dagitimi yoluyla FS II’deki elektron taginim reaksiyonlarinin belli 6l¢iide regiile edildigini
gostermektedir.

Arastirmada kursun toksisitesi uygulanan arpa genotiplerinde Aro (elektronlarin sistemler arasi elektron
tastyicilarindan FS I’in akseptor bolgesine tasinim hizi) kontrole gore degisim gostermemis ancak ¢ro (PQ’dan
FS I’in son elektron akseptoriine elektron taginiminin kuantum verimi) azalmustir (Sekil 5). Bu sonuglar her iki
arpa genotipinde kursun toksisitesinin neden oldugu oransal inhibisyona ragmen elektronlarin FS II’ den FS I’
in akseptor bolgesine tagindigint ancak muhtemelen kursun toksisitesinin FS I’de neden oldugu yapisal ve/veya
fonksiyonel hasarlardan dolay: elektronlarin Fs I’in son elektron akseptorii olan ferrodoksine taginim hizinin
yavasladigini ispat etmektedir.

4. Sonuglar

Sonu¢ olarak arastirma bulgulart kursun toksisitesinin hem Tarm-92 hem de Tokak 157/37 adli arpa
genotiplerinde fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkiledigini gostermistir. Ancak Tokak 157/37 genotipinin,
Tarm-92 ile karsilastirildiginda, yapraklarindaki kursun birikimi daha yiiksek diizeyde olmasina ragmen kursun
toksisitesine daha toleransli oldugu ve bu toleransi fotosentetik elektron taginim reaksiyonlarini farkli noktalarda
regiile ederek gosterdigi sonucuna varilabilir.
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