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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ISPANAK (Spinacia oleracea L.) BITKISINDE TUZ STRESI iLE
EPIBRASSINOLID ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Serhat SEVEN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust

Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Serap SAGLAM

Toprak tuzlulugu, bitkilerin biiyiimesini ve iirlin verimini etkileyen ¢ok 6nemli abiyotik
stres kosuludur. Tuzluluk kosuluna bagl olarak fotosentetik aktivite, taze agirlik, total
protein miktar1 azalmaktadir. Brassinosteroidler (BR), bitki hormonlar1 grubuna dahil
olan steroid yapida bulunan yeni bir hormon grubudur. BR ler hiicre boliinmesi ve
genislemesi, ksilem farklilagsmasi, gdvde uzamasi, kok biiylimesi ve senesens gibi ¢esitli
fizyolojik streclerde 6nemli roller oynamaktadir. Ayrica son yillarda, BR lerin gevresel
strese maruz kalan bitkiler {izerinde 1iyilestirici bir etkiye sahip olduklar1 da
bildirilmistir. Ispanak (Spinacia oleracea L.), tuzluluga orta derecede duyarli olan ve
diinya capinda 6nemli oranda tiiketimi olan bir bitkidir. Simdiye kadar tuz stresi
altindaki 1spanak fidelerine BR nin etkisi {izerine ¢ok az calisma yapilmstir.

Bu calismada, tuz stresine maruz birakilan fidelere brassinosteroidlerin aktif formu olan
24-epibrassinolid (eBL) puskirtilerek fide gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Bu
amacla fideler Hoagland, Hoagland+eBL, Hoagland+NaCl, Hoagland+NaCl+eBL
olmak iizere dort gruba ayrilmistir. On deneyler sonucunda 150 mM NaCl ve 10° M
eBL uygun konsantrasyonlar olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma sonunda, tuz stresine

Vil



maruz birakilan ve eBL uygulanan 1spanak fidelerindeki biyokimyasal analizler
sonucunda eBL nin, tuz toksisitesinde hafifletici etki yaptig1 saptanmustir.

Bu arastirma, bitkilerin degisen iklim kosullarina uyum saglamasi i¢in tarim ve
bahgecilik alaninda kullanilmak tizere alternatif uygulamalar gelistirmesi ag¢isindan
Onem tagimaktadir.

Temmuz 2017, 89 sayfa.

Anahtar kelimeler: Tuz stresi, epibrassinolid, 1spanak, fide gelisimi, senesens.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION ON THE RELATIONSHIP BETWEEN SALINITY STRESS
AND EPIBRASSINOLIDE IN SPINACH (Spinacia oleracea L.) SEEDLINGS

Serhat SEVEN

Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Serap SAGLAM

Soil salinity is a very important abiotic stress condition that effects plant growth and
crop yield. Photosynthetic activity, fresh weight, total protein amount decreases due to
salinity condition. Brassinosteroids (BR) are a new group of hormones in the steroidal
structure that is involved in the plant hormone group. BRs plays an important role in
various physiological processes such as cell division and expansion, xylem
differentiation, shoot elongation, root growth and senescence. It has also been reported
in recent years that BR shave a curative effect on the plants exposed to environmental
stress. Spinach (Spinacia oleracea L.) is a plant that is moderately susceptible to salinity
and consumes considerable amounts of all around the world. Very little work has been
done on the effect of BR on the spinach seedlings under salt stress until now.

In this study, the effect on seedling development was examined by spraying 24-
epibrassinolide (eBL), the active form of brassinosteroids, on the seedlings exposed to
salt stress. For this purpose, seedlings are divided into four groups such as Hoagland,
Hoagland+eBL, Hoagland+NaCl, Hoagland+NaCl+eBL. As a result of preliminary
tests, 150 mM NaCl ve 10° M eBL were determined as appropriate concentrations. At
the end of this study, biochemical analyzes of spinach seedlings exposed to salt stress
and applied to the eBL revealed that eBL had alleviated effect on salt toxicity.

This research is significant for the development of alternative practices for use in
agriculture and gardening in order to adapt plants to changing climate conditions.



July 2017, 89 pages.

Keywords: Salt stress, epibrassinolide, spinach, seedling development, senescence.



1. GIRIS

Karbondioksit (CO2), metan (CHas), azot oksit (N20) gibi gazlarin atmosfere salinmasi
sonucunda ortaya ¢ikan sera etkisi sebebiyle, diinyada yil boyunca kara, hava ve
denizde olgiilen ortalama sicaklik artisina “kiiresel 1stnma” denir. Yeryuzinde kuresel
1sinma sebebiyle ortaya ¢ikan iklim degisiklikleri 20. ylizyilin sonlarinda hissedilmeye
baslandigi ve 21. yiizyllda da Onemini koruyacagi, bilim insanlarinca Onemle
belirtilmektedir. Kiiresel 1sinma sonucu ortaya ¢ikabilecek olasi etkiler
degerlendirildiginde Tirkiye’nin riskli iilkeler i¢erisinde bulunacagi, yiiksek sicaklik ve
yuksek kurak iklim kusagi etkisinde kalacagi diisiiniilmektedir. Kiiresel 1sinmanin
etkileri sonucunda ortaya ¢ikmasi olasi olan tarimsal kurakliktan biitiin bolgelerimizin
etkilenecegi disiiniilmektedir. Gelecek yillarda daha sicak ve kurak bir doneme girecek

olan Tiirkiye’de suyun toprakta muhafaza edilmesi ¢ok daha fazla 6nemli hale gelmistir.

Diger yandan insanlarin dogal kaynaklari tiiketme konusunda savurgan davranmasi,
bunun sonucunda da dogal dengelere zarar vermesi olduk¢a 6nemli sorunlar yaratmaistir.
Bu sorunlarin basinda canli tiirlerin kaybolmasi, aglik, susuzluk, bitki 6rtistnin ve
topragin zarara ugratilmasi, son yillarda ciddi sekilde ortaya ¢ikan iklim degisikligi,

ozon tabakasinin delinmesi ve incelmesi, gevre kirlenmesi gelmektedir.

Sicaklik artigina bagli sorunlarin basinda topraklarda olusan kuraklik gelmektedir. Hem
kiiresel 1sinmadan kaynakli hem de tarim alanlarinin kot kullanimi sonucu olusan

kuraklik, tuzlanma gibi 6nemli bir sorunu ortaya ¢ikarmistir.

Yagis alan alanlarda, yagis sebebiyle toprak binyesinde dogal olarak bulunan tuzlar yer
alt1 sular1 ve akarsulara tasinir, daha sonra da deniz ve/veya gollere kadar ulasir. Bu

sebeple yagis alan topraklarda genelde tuz birikimi olmamaktadir.

Yagis1 az ve sicak alanlarda tarimsal verim ve Uretimi daha yiiksek seviyelere ¢ikarmak
amaciyla toprak icerisine herhangi bir kontrol olmadan rasgele iletilen sular, yapilarinda

kendiliginden bulunan tuzu topragin yapisina dahil etmektedirler. Fazla miktarda



verilmekte olan bu su, ayrica taban suyunun yiikselmesine sebep olarak, toprak ve taban
suyu icerisinde yer alan tuzlart da yukari dogru harekete gegirmektedir. Sicakligin etkisi
ile beraber toprak yilizeyine kadar getirdigi tuzlar1 burada birakarak, hizla buharlasarak,
toprak ylizeyinde tuzlanma olusturur, tarimsal {iretimi kisitlar ve verimin diismesine yol
acar. Ulkemiz topraklar1 incelendiginde sodyumlu, borlu ve tuzlu topraklar i¢ Anadolu
Bolgesi basta olmak iizere 1,6 milyon hektar alan kaplamaktadir. Guney ve bati
bolgelerimiz topraklarinin fazla sulamalari sonucunda toprak Kkalitesi dismistir.
Tuzlanma ile, hastalik ve zararli gériilme oranlarinda da artis ve verim disiisi

gorulmeye baslamstir.

Stres, ¢evresel ve biyolojik etkilerin, bagimsiz olarak veya beraber, bitkilerin fizyolojik
dongiilerinde goriilebilir degisiklikler olusturmasi olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu,
1999). Bitkinin biiyiime ve gelismesini sinirlandiran, hatta bitkinin 6liimiine neden olan
stres faktorleri abiyotik ve biyotik olarak ikiye ayrilir. Abiyotik stres faktorleri;
kuraklik, sicakligin uygun olmayisi, tuzluluk, agir metal, besin yetersizligi, radyasyon
gibi iken; bakteri, viris ve funguslari igeren patojenler ile bocekler biyotik stres
faktorleridir. Bitkinin istenildigi sekilde biiylime ve gelismesinin saglanmasi, bitkinin
direng gosterebilecek diizeye kadar stres etmenlerinden arindirilmig ortamlarda
yetistirilmesiyle miimkiindiir. Ne var ki gliniimiizde niifus artisina bagl olarak ortaya
cikan tarim alanlarinin azalmasi ve yanlis tarimsal uygulamalar, sanayilesme, kiiresel
isinma ve ¢iftgilerin bilingsiz uygulamalar1 bitkiler i¢in uygun yetisme ortamini
saglamaya oldukca az imkéan vermektedir. Bu ¢er¢eveden bakildiginda hem ekosistemin
temelini olusturan hem de tiim canlilarin besin ihtiyacinin 6nemli bir bolimiinii

karsilayan bitkilere uygun ortami saglamamiz elzemdir.

Iklim sebebi ile ortaya ¢ikan olumsuzluklardan tlkemiz tarimmin en az seviyede etki
gormesi igin calismalar yapilmaktadir. Bitkilerin bulunduklari ortamda karsilastiklar
olumsuzluklar arasinda olan tuzluluk karsisinda gesitli ¢6ziim onerileri s6z konusudur.
Ornegin, stresten etkilenen bitkiler (izerine, bitki hormonlarinin nasil etki ettigi yogun
bir sekilde aragtirllmaktadir. Brassinosteroidler, bir¢ok bilim insani tarafindan yeni bir
bitki hormonu olarak kabul edildiginden (Srivastava, 2002), strese maruz kalan bitkiler
tizerinde nasil etki etkiye sahip oldugu arastirilmasi gereken bir konudur. Bu konu ile

ilgili olarak ¢esitli arastirmalar yapilmastir.



Yaptigimiz bu ¢alismada, 150 mM NaCl konsantrasyonlu Hoagland Besi ¢ozeltisinde
yetistirilerek tuz stresine maruz kalan Spinacia oleracea L. (ispanak) fidelerine ekzojen
olarak uygulanan 24-epibrassinolidin etkisi incelenmistir. Farkli konsantrasyon
uygulamalarindan sonra etki olusturan en uygun konsantrasyon 10° M eBL
konsantrasyonu olarak saptanmistir. Bitkinin tiimiine (kok hari¢) piiskiirtme yoluyla
uygulanan 10° M eBL c¢ozeltisinin tuz stresine karsi iyilestirici etki gdsterip
gostermedigi incelenmistir. Bu arastirmada, Spinacia oleracea L. (1spanak) fideleri 4

gruba ayrilmistir.

1. grup: Tuz stresine maruz kalmayan ve hormon uygulamasi yapilmayan Hoagland

¢ozeltisinde yetistirilen kontrol grubu,

2. grup: Tuz stresine maruz kalmayan ancak hormon uygulamas: yapilan Hoagland

cozeltisinde yetistirilen deney grubu,

3. grup: Tuz stresine maruz birakilan ve hormon uygulamasi yapilmayan Hoagland

¢ozeltisinde yetistirilen deney grubu,

4. grup: Tuz stresine maruz birakilan ve hormon uygulamasi yapilan Hoagland

cozeltisinde yetistirilen deney grubu,

Bunlardan 2. ve 4. gruplardaki fidelerin tiim kisimlarina piiskiirtme yoluyla hormon
uygulamast yapilmisken, diger gruplara sadece distile su plskiirtiilmistiir. Bu
uygulamalar sonucu morfolojik agidan farklar olusmasi beklenmis ve tiim bitkide stres
parametreleri olarak total klorofil, total protein miktar1 ve membran permeabilitesindeki
degisikliklerin yanisira peroksidaz ve siperoksit dismutaz enzim aktiviteleri tespit

edilmistir.

Bu c¢alismanin amaci, kiiresel 1sinma sonucu artan kuraklik ve bilingsiz sulamalar
sonucu olusan tuzlu topraklarda yetismek zorunda kalan bitkinin direnci {izerine

eBL’nin etkisini incelemek, mekanizmasina dair yol gdsterici bazi bilgiler elde etmektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ISPANAK HAKKINDA GENEL BiLGILER

Ulkemizde biiyiik miktarlarda iiretimi yapilan 1spanak, bol yagis alan Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde kisitli, diger bolgelerimizde bol miktarlarda yetistirilebilen yaprakli
sebzedir. Ispanak iilkemizin sicak bolgelerinde yaz sonlarina dogru ve kisin, soguk
bolgelerde ise ilkbahar ve kis donemlerinde yetistirilir. Aslinda serin iklim sebzesidir.
Ki1s mevsimi siiresince her bolgemizde tiiketilir. Uzun giin bitkisi olan 1spanaklarda, giin
uzunlugu arttikca generatif faza gecis hizlanir ve bu nedenle bitki gelisimi durur.
Bitkinin en 1yi gelisebildigi sicaklik araligi 15-20°C’dir. Dondurulmus sekilde
pazarlanabilmesinin yanisira ¢ocuk mamasi ve ¢orba sanayiinde kullanim alan1 bulmus

olmasi da iiretimini pozitif a¢idan etkileyen unsurlardir.

Tek yillik bir sebze olarak bilinen 1spanagin anavatani Bati Asya’da yer alan Giiney
Tirkistan ve Kafkasya ile Nepal’dir. Ispanak 2000 m rakimlarina kadar yetistiriciligi
yapilan bir sebze tlriidiir. Kiiltiirii yapilarak tiiketilen 1spanagin Spinacia tetandra
Roxb’dan gelisim gosterdigi kabul edilmektedir. Belirtilen bu tiiriin Iran, Afganistan ve
Tiirkistan’da sebze seklinde tiiketildigi bildirilmistir. Ispanak iiretimi Kuzey Avrupa
tilkeleri de dahil olmak {izere biiyiik dl¢lide kuzey yarim kiirede yapilmaktadir (Vural ve

dig., 2000).

2.1.1. Morfolojik Ozellikleri

Tek yillik bir sebze olan 1spanak bitkisinin gelismis bir kazik kok sistemi vardir.
Ispanagin kazik kokleri toprakta bir engelle karsilasmazsa topragin 80-100 cm
derinliklerine kadar uzayabilir. Ispanaklarda govde rozet seklinde ve otsu bir yapiya
sahiptir. Ispanak bitkisi generatif faza gegtiginde gelismeye baslar. Govde, otsu yapiya
sahip oldugu i¢in kolaylikla zarar gorebilir. Ispanaklarda bitkinin boyu 40-80 cm
arasinda degismektedir. Giineslenme siiresi uzayip, 151k yogunlugu arttik¢a bitki

boyunda kisalma goriiliir.



Ispanaklarda yenilen kisimlar yapraklar oldugundan dolayi, yaprak yapilar1 oldukca
bliylik onem tasimaktadir. Ispanak bitkisinin yapraklar1 sekil, renk, etlilik, kivirciklik,
bliytikliik, yaprak sap1 uzunlugu, yaprak sapimin toprakla yaptigi a¢1 yoniinden onemli
farkliliklara sahiptir. Belirtilen bu o6zellikler 1spanak yetistiriciliginde yetistirme
amacina gore istenilen Ozellikler olmakla beraber kis donemi igerisinde ortii altinda,
(yiuksek yastiklar ve soguk seralarda) yetistiriciligi yapilan Minsterlende ve Viroflay
gibi cesitlerde ise renk acik yesil olmaktadir. Bu sebeple kis doneminde zorunlu olarak
bu ¢esitler yetistirilmektedir. Juliana, Viking ve Matador c¢esitlerinin yapraklar1 koyu
yesil renge sahiptir. Yapraklarin sekilleri de, c¢esitlere acisindan ¢esitlilik
gostermektedir. Yuvarlaga yakin olan oval yaprakli ¢esitler ile beraber yaprak uclarinin
sivri oldugu cesitlerde mevcuttur. Etli yaprak ispanak cesitlerinde yapraklarin sekli
genelde ovaldir. Ispanak cesitleri yaprak yiizeyi agisindan farklilik gosterir. Bu agidan
degerlendirildiginde yaprak yiizeyi diiz olanlar ve yaprak yiizeyi kivrimli olanlar olmak
tizere iki gruba ayrilir. Belirtilen bu g¢esitlerin yetistiriciligi Amerika Birlesik

Devletleri’nde yaygin bir sekilde goriilmektedir.

Ispanaklarin meyveleri, tohum olarak adlandirilmaktadir. Ancak aslinda aken meyveye
sahiptir. Tohumlar bej, kahverengi ve yesilimsi-kahverengi ve renklerinde
olabilmektedir. Tohumlar genellikle 3-3,5 mm ¢apina sahiptir. Tohum normal kosullar
altinda 6-8 giin igerisinde 16-25°C sicaklikta ¢imlenmektedir. Degisik kosullara gore
1spanak tohumlarmin c¢imlenme siiresi bir aya kadar uzayabilmektedir. Ispanak

tohumlar1 ¢cimlenme yeteneklerini 4-5 yil kadar muhafaza ederler (Vural ve dig., 2000).

2.1.2. Ispanak Uretiminin Diinyadaki ve Tiirkiye’deki Durumu

2013 yilinda Tiirkiye’deki 1spanak iiretim miktari, diinyadaki tiretim miktar: icerisinde
4. sirada yer almistir. 2013 yilinda diinya genelinde 23.231.898 ton* 1spanak iiretilirken,
bu tiretimin 220.274 tonu** Tirkiye’de gergeklesmistir. Bu rakam diinya tretimindeki
paymizin %1 oldugunu gostermektedir (FAO* TUIK**, 2013). Yillara gore
tilkemizdeki 1spanak lretimi incelendiginde; 2011 yilinda 221.632 ton, 2012 yilinda
222.225 ton, 2013 yilinda 220.274 ton ve 2014 yilinda 207.676 ton oldugu tespit
edilmistir (TUIK, 2014). 2015 yilinda ise iilkemizde 208.403 ton 1spanak iiretilmistir
(TUIK, 2015).



2.1.3. Ispanagin Beslenmedeki Onemi

Ispanak, vitamin ve mineral maddeler yoniinden zengin sebzelerden biridir. 100 g’da 25
cal enerji, 3,6 g karbonhidrat, 3 g protein, 0,3 g yag, 0 kolesterol, 2,1 g lif, 38 mg P, 170
mg Ca, 2,2 mg Fe, 50 mg Na, 500 mg K, 8.100 [U A vitamini, 0,07 mg B | vitamini,
0,14 mg B2 vitamini, 0,5 mg B3 vitamini, 150 mcg folik asit, 28 mg C vitamini ve
1,7mg E vitamini bulunmaktadir (Anon., 2008). Bu ozelliklerinden dolay1 1spanak,
insan saglig1 ve beslenme agisindan ¢ok onemlidir. Cocuk, geng ve ileri yas grubunun
diyetlerinde 1spanak 6nemli bir yer tutar. Anemik hastalarin beslenmesinde de akla
gelen ilk bitki 1spanaktir. Ayrica gogiis hastaliklarinda, agi1z ve bogaz agrilarinda, seker
hastaliklarinda, sismanlik ve kabizliga karsi halk arasinda kullanilmaktadir. Bilesiminde
bulunan sodyum, potasyum ve bilhassa magnezyum, ¢ocuklarin ve genglerin gelismeleri
tizerinde 6nemli rol oynamaktadir. A ve C vitaminleri bakimindan zengindir ve igerdigi
folik asit sebebiyle kansizlik tedavisinde iyi bir takviyedir ve kalbin dostudur. Bu
nedenle, 6zellikle ¢ig olarak hazirlanan salatasi, saglik agisindan son derece yararlidir
(Anon., 2007). Buna karsin, bilesiminde fazla bulunan oksalik asit, nitrit ve nitrat
sebebiyle zehirlenmelere neden olabilir. Hasat zamani ge¢cmis, hasattan sonra ya da
pisirildikten sonra c¢ok bekletilmis ispanaklarin tiikketilmesi dogru degildir (Saglam,

2005).

Ispanak antioksidan bilesikleri bol miktarda icerdigi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
diyet sebzesidir (Aritomi ve Kawasaki, 1984; Aritomi ve dig., 1986; Ferreres ve dig.,
1997; Gil ve dig., 1999).

Daglioglu (1996)'na gore taze ve kurutulmus 1spanak yapraklarinda bulunan bazi besin

elementlerinin durumu Tablo 2.1’de sunulmustur.

Tablo 2.1:Ispanakta ele alinan bazi elementlerin taze ve kuru agirliktaki miktarlar1 (mg/100g)
(Daglioglu, 1996).

Element Taze yaprak Kurutulmus yaprak
Demir 7,53 4,20
Sodyum 0,67 41,33
Potasyum 470,00 45433
Fosfor 314,33 87,00
Kalsiyum 160,67 46,00




2.2. STRES

Biyolojik ve cevresel etkilerin beraber veya tek baslarina, bitkilerin fizyolojik
isleyislerinde gorlniir farkliliklar olusturmasi olay1 stres olarak tanimlanmaktadir
(Kadioglu, 1999). Giirel ve Avcioglu (2001)’na gore stres, bitkilerin fizyolojik
etkinliklerini (biliylime, gelisme ve metabolizma gibi) olumsuz yoOnde etkileyen

durumlardir.

Stres etmenleri, bitkilere olan etkilerini genellikle ayni anda ve birlikte géstermektedir
(Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Stres faktorlerinin, kaynaklarina gore biyotik ve
abiyotik stres etmenleri olacak sekilde iki farkli grup altinda incelenebilir. Abiyotik
stres faktorleri arasinda; sicak, soguk, tuzluluk, kuraklik, su fazlaligi, radyasyon, bazi
kimyasallar, riizgdr ve topraktaki besin maddesi yetersizligi gibi ¢evresel faktorler
olarak sayilabilir. Biyotik stres faktorleri arasinda ise; viriis, bakteri ve funguslar1 i¢eren

patojenler, bocekler ve herbivorlar sayilabilir (Mahajan ve Tuteja, 2005).

Abiyotik stres faktorlerinden kuraklik %26 oraninda bir paya sahiptir. Diger faktorler
incelendiginde mineral stresinin %20 oldugu, don ve soguk stresinin %15 oldugu, kalan
diger biitlin stres faktorleri ise %29 paya sahip olup sadece %10'luk bir alan herhangi
bir stres faktoriinden etkilenmemektedir (Kalefetoglu ve Ekmekegi, 2005). Mineral
stresinin biiyiik bir boliimiinde tuzluluk yer almaktadir. Diinya iizerinde tuzluluk
problemi ya da riski tasiyan milyonlarca hektar alan bulundugu bildirilmistir (Culha ve

Cakarlar, 2011).

Gerek dogal ortamlarinda gerekse de yetistirme kosullarinda, bitkiler cogu zaman stres
ile kars1 karsiya kalmaktadirlar. Bir bitkinin biitiinii ya da baz1 bdliimleri strese karsi
direngliyken, genc fideler ve meristematik dokular strese kars1 duyarlidir (Kocagaliskan,

2008).
2.2.1. Toprak Tuzlulugu

Toprak tuzlulugu; yar1 kurak ve kurak iklim alanlarinda yikanip yeralti sularina gegen
coOziinebilir tuzlarin yliksek taban suyu ile beraber kapillarite araciligiyla toprak

ylizeyine yiikselmesi, buharlasma sonucunda da suyun topraktan ayrilarak tuzun toprak



ylizeyinde ve/veya yiizeye yakin boliimlerinde birikmesini ifade eden bir olaydir

(Ergene, 1982; Kara, 2002) (Sekil 2.1).

Tuzluluk, olusma nedenlerine goére primer ve sekonder tuzluluk olarak iki grupta
incelenir. Primer tuzluluk 6zellikle ana kayaglarin ayrismasi, okyanuslar ve iklimsel
faktorler sebebiyle olusur. Sekonder tuzlulugun olusum sebepleri ise, tarimsal
bolgelerdeki asir1 ve yanlis sulama, yogun otlatma, bitki Ortiisiiniin zarar gérmesi ve

topraklarin bazi kimyasallar ile kirletilmesidir (Culha ve Cakirlar, 2011).

Tuzlulugun ortaya ¢ikma mekanizmasi incelendiginde; Na*, Ca™ ve Mg"?'un klortir,
stilfat ve karbonatlarla bir araya gelmesi ile beraber; 6zellikle NaCl, Na,COs, Na,SOy,,
CaCl,, MgSO,, MgCl, gibi tuzlarin yogun birikimi sonucunda ortaya g¢ikmaktadir
(Colak ve dig., 2011).

FAO/UNESCO tarafindan sunulmus bir raporda, diinyada 954 milyon hektar toprakta
tuz sorunu oldugu ve bu sebeple verimin azaldigi belirtilmistir (S6nmez, 2011).
Ulkemizde tuzluluk tehdidi bulunan yaklasik olarak 4,2 milyon hektar alanin yer aldig1
diistiniilmektedir (Sénmez, 2012). Kiiresel 1sinma basta olmak iizere, asir1 ve diizensiz
yagislar, buharlasmanin yiikselmesi ve kotii tarim uygulamalar1 sebebiyle topraktaki
tuzlulugun oniimiizdeki 25 yilda ekim/dikim alanlarin1 %30 seviyesinde diisiirecegi

belirtilmistir (Koyuncu, 2012).

Yaklagik olarak 230 milyon hektar kadar sulanabilen tarim alanlarinin 1/3’{inde, toprak
tuzlulugu sebebiyle liretim miimkiin olmamaktadir (Oldeman ve dig., 1991; Ghassemi
ve dig., 1995). Belirtilen tuzlu bolgelerin %15,57’s1 Afrika’da, %5,07°si Avustralya’da,
%0,57’si Meksika ve Orta Amerika’da, %1,8’1 Kuzey Amerika’da, %20.21°1 Giliney
Amerika’da, %26,7’si Kuzey ve Orta Asya’da, %24.25’1 Giiney Asya’da ve %5,82’si
Giiney Dogu Asya’da yer almaktadir (Massoud, 1974). Ulkemiz ise 1,5 milyon ha
bolgede tuzluluk sorunuyla miicadele etmektedir. Bu bolgelerin %60°1 tuzlu, %19,6’s1
orta seviyede tuzlu, %0,4’1 orta seviyede alkali, %12’si hafif tuzlu-alkali, %81 ise orta

seviyede tuzlu-alkali olarak gruplandirilmaktadir (Anon., 2008).



AT, % i o Lt e b “.- .:?4‘;‘21'
uktan etkilenmis bir tarimsal alan (https://ucrtoday.ucr.edu/22974

tarihi: 23.04.2017).

FALY

Sekil 2.1: Tuzlul

Harran Ovasi icerisinde sulama oncesinde (1964-1965) vyiiriitiillen arazi tasnif etiidii
calismalar1 neticesinde 8513 ha’lik bir bolgenin tuzlu, 3289 ha’lik bir alanin tuzlu-
sodyumlu ve 33 ha’lik bir bélgenin de sodyumlu oldugu bildirilmistir (DSI, 1971).
Sulamanin 1995 yilinda baslamasiyla birlikte tuzlu toprak oraninda artis goriilmiis,

2000 y1h1 itibariyle tuzlu alan oran1 11430 hektara yiikselmistir (Cullu ve dig., 2002).

Tablo 2.2: Harran Ovasi tuzluluk durumu (Ding ve dig., 1988; Cullu ve dig., 2002).

Tuzluluk Sinifi 1987 Yih Alan (ha) 2000 Yili Alan (ha)
Hafif Tuzlu 2788 4814
Orta Tuzlu 2219 3912
Siddetli Tuzlu 542 2676
Toplam 5550 11430

2.2.2. Tuz Stresinin Bitkiler Uzerine Olan Etkileri

Bitkilerin tuz stresine

bitkinin  gelisme

donemine, ortamdaki tuz

konsantrasyonuna, tuza maruz kalma siiresi ve siddetine, 151k, sicaklik ve toprak
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tekstiirli gibi ortam kosullarina, farkli bitki tiirlerine ve tiir icerisindeki genotiplere baglh

olarak degisebilmektedir (Greenway ve Munns, 1980; Marschner, 1995).

Bitkiler tuzlu bolgelerde hayatta kalma ve gelisim seviyelerine gore iki gruba

ayrilmaktadirlar. 1. Halofitler, 2. Glikofitler.

1. Halofitler: Yiiksek oranda tuz miktarina sahip topraklarda yasamlarimi devam
ettirebilen bitkilerdir. Bu bitkiler 300 mM NaCl konsantrasyonundan daha fazla
tuzlulukta bile yasayabilmektedirler (Zhu, 2007).

2. Glikofitler: Bitkiler 200 mM’1n asagisindaki tuz miktarlarinda zarar goriiyorsa, boyle
bitkiler glikofit olarak adlandirilir. Bu bitkiler 100-200 mM NaCl konsantrasyonunda

bile canliligmni stirdiiremezler.

Yiiksek bitkilerin hemen hemen tamami ve hatta tarim i¢in onemli olan ¢ogu bitki
glikofit bitkiler grubunda yer almaktadir. Bu bitkiler yiiksek tuz konsantrasyonlarinda

yasamlarini devam ettirememektedirler (Torun, 2012).

Tuz stresi sonucunda; bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi osmotik ve iyon stresine bagh
sekilde engellenmektedir (Parida ve Das, 2005). Ozellikle kok rizosferinde tuz
seviyesinin yiikselmesi ile beraber oncelikle osmotik stres olusmaktadir. Dis kosullara
bagli olarak olusan osmotik stres, kullanilabilir su seviyesinin diigmesine neden
olmaktadir. Bu durum “fizyolojik kuraklik” olarak tanimlanir (Tuteja, 2007). Osmotik
stresin devaminda olusan iyon stresi agsamasinda, ortamda ylikselen Na* ve CI-
iyonlarinin K*, Ca™ ve NO3 gibi bazi besin elementleri ile rekabet olusturmasi
sebebiyle, bitkilerde besin elementi eksikligi ya da besin dengesizligi olusmaktadir (Hu
ve Schmidhalter, 2005). Tuzluluk, bitkiler {izerindeki primer etkisini (dogrudan etki)
osmotik ve iyon stresi olusturarak gostermektedir. Sekonder etkisini (dolayli etki) ise bu
stres etmenleri sonucunda bitkilerde olusan yapisal zararlanmalar ve toksik bilesiklerin
sentezlenmesi seklinde gosterir. NaCl’nin neden oldugu 6nemli sekonder etkiler; DNA,
protein, klorofil ve zar islevine zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) sentezi;
fotosentezin engellenmesi; metabolik toksisite; K* aliminin engellenmesi ve hiicre

Oliimii olarak sayilabilir (Botella ve dig., 2005; Hong ve dig., 2009).
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2.2.2.1.0rgan Diizeyinde Etkileri

Tuz stresi, hiicre boliinmelerini ve uzamasini etkilemektedir. Boylece bitkilerin kok ve
govde hiicre sayilarmin, mitoz boliinme aktivitesinin ve hiicre bdliinme oraninin

diismesine sebep olmaktadir (Burssens ve dig., 2000).

NaCl’ye dogrudan maruz kalan fidelerde primer kok sisteminin biiyilimesi, hiicre
genislemesinin ~ ve  hiicre  dongilisiiniin ~ baskilanmas1  sebebiyle  dogrudan
engellenmektedir (Wang ve dig., 2009b). Kok tiiyleri ise yiikselen tuz seviyesine bagl
olarak aktivitelerini kaybetmektedir ve yok olmaktadirlar (Ali ve dig., 1999). Kok
sistemi tuzluluga dogrudan maruz kalmasina ragmen, yaprak biiylimesi tuz stresine
kars1 kok biliylimesine gore daha duyarlidir. Bu nedenle tuz stresinde bitkilerde kok
orant govde oranina nispeten artis gostermektedir. Belirtilen bu artisin mekanizmasi
halen ortaya c¢ikarilamamasina ragmen, tuzluluk karsisinda yaprak ile kokiin hiicre
duvarlarinda ¢esitli degisimlerin olugsmasi buna sebep olarak gosterilmektedir (Munns
ve Tester, 2008). Ayrica, tuza direng gosteren bazi bitkilerin kok endodermisindeki
hiicrelerin arasinda fazla tuzun igeriye girisini engelleyen mumsu yapilar bulundugu da

bildirilmistir (Ozen ve Onay, 2013).

Tuz stresi bitkinin bir¢ok gelisim agamasina etki gostermesine ragmen, en ¢ok etkilenen

evre tohum tiretim sathasi, dolayisiyla da tohum verimidir (Khatun ve Flowers, 1995).
2.2.2.2. Hiicresel Diizeyde Etkileri

Tuz stresi altinda apoplastta yiliksek miktarda Na* birikmektedir. Biriken bu Na*, hiicre
ceperinin yapisinda bulunan pektin gibi yapisal bilesenlerin iyonik baglantilarin1 bozup
ya da apoplastik enzimleri olumsuz sekilde etkileyerek hiicre duvarinin temel

gorevlerini yliriitmesini engellemektedir (Rengel, 1992).

Tuz stresinin hiicre zar1 iizerinde de olumsuz etkileri vardir. Tuz stresi zarin yapisindaki
lipid kompozisyonunun degisimine neden olmakta, bu da zarin yapisinm1 bozmaktadir
(Huang, 2006). Bu durum zarin gegirgenligini, akiskanligint ve zar proteinlerinin
aktivitesini etkilemektedir (Wu ve dig., 1998). Bununla beraber tuz stresi; lipitlerin
parcalanmasi ve modifikasyonunda da goérev alan lipoksigenaz enzim aktivitesinde artis
meydana getirmektedir. Bu artis hiicre zarinda bulunan fosfolipidlerin miktarinda

azalmay1 baglatmaktadir (Huang, 2006).
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Fazla seviyede NaCl alinimi hiicrede, Na* ve Cl- seviyesinin yiikselmesine, Ca*2, K* ve
Mg*? miktarlarinin ise diismesine neden olmaktadir (Parida ve Das, 2005). Na*, Cl- ve
SO42 gibi iyonlarin yiiksek seviyelerinde birikimine spesifik iyon toksisitesi ad1 verilir.
Na*, hiicre zarindaki Ca* ile yer degistirip zarin apoplast bolimiinde Na*/Ca*? iyon
oranini artirmaktadir. Boyle bir durumda, hiicre zarinin fizyolojik ve fonksiyonel yapisi
bozulmakta ve hiicrenin Ca*? dengesi etkilenmektedir (Yokoi ve dig., 2002). Ayrica;
hiicreye giren Na*, anyon kanallar1 araciligiyla hiicre disindaki CI- ‘un pasif olarak
hiicreye girisini kolaylastirmaktadir (Niu ve dig., 1995; Tuteja, 2007). Bu durum hiicre
icin toksiktir. Normalde, yiiksek bitkilerin sitosolii 100-200 mM K* ve 1-10 mM Na*
icermektedir ve bu sartlarda metabolik faaliyetler devam etmektedir (Tiirkan ve
Demirel, 2009). Bitki hiicrelerinde birgok sitosolik enzimin aktif olabilmesi belli bir
Na*/K* dengesine baghdir (Mahajan ve dig., 2008). Tuz stresinin artmasiyla birlikte
Na*/K* dengesi de bozulmaktadir (Tester ve Davenport, 2003). Tiim bu iyonlar bitki
bliyime ve gelisimi igin gerekli temel elementlerdendir ve osmotik dengenin
korunmasinda, enzim aktivitelerinin diizenlenmesinde, protein sentezi dongiisiinde,
negatif yliklii proteinlerin nétralizasyonunda ve stomalarin hareketinde rol almaktadir

(Wu ve dig., 1996).

Tuz stresi, osmotik potansiyeli diislirerek, kullanilabilir su igerigini azaltmaktadir. Buna
bagli olarak bitkilerde stomalar kapanmakta ve transpirasyon ile su kaybini
Onlemektedir. Stomalarin kapanmasi, transpirasyonu engellemekte ve stoma
iletkenliginin azalmasina yol agmaktadir. Boylece kloroplastlara giren CO, miktar
sinirlanmakta ve Rubisco aktivitesi azalmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Tuz stresi
kloroplast tilakoidlerinde yer alan proteinlerin ve hiicredeki fotosentetik enzimlerin
yapisinda degisimlere neden olmaktadir. Boylece elektron tagimimi etkilenmekte ve
fotosistem II (PSII) aktivitesi ve fotosentez inhibe olmaktadir (Rita ve Frederick, 2005).
Fotoinhibisyon sonucu, PSII boyunca elektron tasinimi engellenir ve PSII’deki serbest
oksijenlerden siiperoksit radikali sentezlenebilmektedir. Tuz stresi ile klorofillaz enzim
aktivitesi artmakta, klorofil klorofillid ile fitole yikilmaktadir. Ayrica toplam karotenoid
miktarlar1 azalmaktadir (Culha ve Cakirlar, 2011).

Ayrica tuz stresi; kloroplastlarin stromalarinda pH’nin diismesine de neden
olabilmektedir. Bdylece karbon reaksiyonlarinda gorev {istlenen enzimlerin

aktivitelerini olumsuz yonde etkiler. Bu duruma o6rnek olarak; Fruktoz-1,6-bisfosfat
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enziminin aktivitesi, ¢ok kii¢iik bir pH farkliliginda bile 6nemli seviyede azalmaktadir

(Berkowitz, 1998).
2.2.2.3. Organel Diizeyinde Etkileri

Tuz stresinde organel diizeyinde en goriiniir degisim kloroplastlarda olusmaktadir

(Koyro, 2002).

NaCl’nin kloroplastta olusturdugu en 6nemli degisim kloroplastin 6nemli boliimlerini
olusturan tilakoid ve stromanin sismesi olarak bilinmektedir. Tilakoidler, hiicre ici
ROT’larmin  {iretiminde ©nemli bir goérev {stlenmektedir. NaCl’li ortamda
kloroplastlarin {iirettigi ROT’lar oksidatif stres olusumunu hizlandirir ve olusan OH-
(hidroksil radikali) ile H,O, (hidrojen peroksit), tilakoidlerin sismesine ve dalgali bir hal
almasina yol agmaktadir. Bdylece, tuz stresi sonucunda tilakoidlerin nasil etkilendigi

anlasilmaktadir. (Hernandez ve dig., 1995; Miyake ve dig., 2006).

Zhu (2001), yaptig1 bir calismada tuzlulugun; stomalarin kapanmasma bagli olarak
bitkilerde terleme olarak bilinen transpirasyonun ve kloroplastlara CO, difiizyonunun
diismesine yol actigin1 ve bdylece fotosentezi olumsuz sekilde etkiledigini bildirmistir.
Fotosentez gergeklesen dokularda tuz miktarinin yilikselmesi, bitisik grana
membranlarinda yigilmaya, tilakoidlerin biiziilmesine ve klorofillerin par¢alanmasina
yol agmaktadir (Ashraf, 2004). Ayrica farkli bir ¢alismada NaCl’nin celtik bitkisinde
tilakoidlerin sigmesine, lipid damlaciklar1 ile polisakkarit tanelerinin birikimine ve

grana dizilerinin biikiilmesine neden oldugu bildirilmistir (Rahman ve dig., 2000).

Tuz stresinden Onemli seviyede etkilenen bir diger organel ise mitokondri olarak
bilinmektedir. Mitokondride tuz stresi ile beraber ortaya ¢ikan degisimler; yapisal
olarak parcalanma, sisme, kristalarda azalma, vakuol olusumunda artis ve elektron
transportunda azalma olarak bildirilmistir (Koyro, 2002). Kloroplastlarda oldugu gibi
mitokondride de benzer sekilde ROT’lar iretilmektedir. Elektron transport
zincirlerinden sizan elektronlarla iiretilen ROT’lar (Blokhina ve Fagerstedt, 2010) ve
antioksidan enzimlerin aktivitesinde meydana gelen azalmalar (Mittova ve dig., 2004)
sebebiyle olusan oksidatif stres, mitokondrilerin, NaCl’nin toksik diizeyde
birikmesinden hem dogrudan, hem de dolayli olarak etkilendiklerini ortaya

koymaktadir.
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Tuz stresi, diger organelleri de etkilemektedir. Tuz stresinde nukleus boyutunda
degisimler, degredasyonlar, endoplazmik retikulumda kismi sismeler ve vakuolizasyon;
tonoplastta vesikiilasyon ve pargcalanma ile Golgi aparatinda hipertrofi (asir1 biiyiime)

gbzlenmektedir (Katsuharave ve Kawasaki, 1996; Rahman ve dig., 2000).
2.2.2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ve Antioksidatif Enzimler Uzerine Etkileri

Hiicresel metabolizmalarda ROT’lar siirekli olarak iiretilmekte ve bitki hiicreleri bu
ROT’larin seviyelerini antioksidanlar ve bazi korunma sistemleriyle diisiik seviyede
tutmaktadir. Fakat yiiksek veya diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk, UV, ozon ve SO,
kaynakli hava kirliligi, herbisitler, besin eksikligi veya patojen enfeksiyonlar1 gibi
cesitli gevresel stres faktorlerinin etkisi altinda antioksidan sistemlerin aktiviteleri diiser.
Bu cevresel etmenler ROT’larin sentezlenmesini tetiklemekte ve bu molekiillerin
birikimine neden olmaktadir (Breusegem ve dig., 2001; Mittler, 2002; Jaspers ve
Kangasjirvi, 2010).

Ayrica ROT’lar; bitki gelisiminde 6nemli gorev iistlenen hormonal sinyal iiretiminde,
hiicre ¢eperi polimer yapisinin degisiminde, bitkinin cevreyi algilamasiyla alakali
mekanizmalarda, gen ifadelerinde, fizyolojik ve metabolik diizenlemelerde “oksidatif

sinyal molekiilii” olarak da gorev iistlenmektedir (Swanson ve Gilroy, 2010).

Mitokondri ve kloroplastlarda elektron tagmmmasi esnasinda, elektronlar oksijen ile
reaksiyona girerek siiperoksit radikal (O,) ve hidroksil radikal (OH-) gibi aktif
radikalleri olustururken, duragan oksijenin enerjisiyle aktive olarak singlet oksijen gibi
bir bagka oksijen tiirevini sentezlemektedir. Bu oksijen tiirevlerinin etkisi ile lipitler,
proteinler ve niikleik asitler oksidatif zarara ugramakta ve bunun neticesinde

metabolizmada problemler olusmaktadir (Halliwel ve Gutteridge, 1985; Elstner, 1987).

Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) normal sartlarda iiretimi ve yikimi dengede
bulunmaktadir. Ancak c¢evresel stresler altinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve
antioksidan sistemin baskilama aktivitesi arasindaki denge bozulmaktadir (Harinasut ve
dig., 2003). Tuz stresi; mitokondri ve kloroplastlardaki oksijene elektronlarin kagisini
artirma yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin miktarini artirmaktadir (Ahmad ve dig., 2008).
Tuz stresi; siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen
tirlerinin olugsmasiyla oksidatif hasara neden olmaktadir (Smirnoff, 1993; Tiirkan ve
Demiral, 2009). Stres altinda iretilen ROT’larin lipid peroksidasyonu, enzim

inaktivasyonu, proteinlerde ¢apraz baglanmalar, fotosentez hizinda diisme ve DNA’da
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mutasyonlara sebep olan zararli faktorler oldugu kabul edilmektedir (Alscher ve dig.,

2006).

Bitkiler, tuz stresi sonucu olusturulan ROT’dan hiicreyi korumak icin, askorbat,
glutatyon, a-tokoferol, karotenoidler gibi antioksidanlar1 ve katalaz (CAT), peroksidaz
(POX), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidatif enzimleri
kullanmaktadirlar (Zhu, 2005).

Tuzlulugun, degisik bitkilerde antioksidatif sistem lizerine etkileri ile alakali oldukga
fazla aragtirma yiiriitiilmiistiir. Ornegin, karpuzda yapilan bir galismada 100 mM NaCl
uygulamasi, SOD, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinde ylikselise yol agmuistir.
(Yasar ve dig., 2008). Bezelyede yiiriitilen farkli bir ¢alismada 70 mM NaCl
uygulamasi, toleransh ¢esitte Cu/Zn-SOD aktivitesini etkilememis fakat APX, GR, Mn-
SOD, DHAR (dehidroaskorbat rediiktaz) ve MDHAR (monodehidroaskorbat rediiktaz)
aktivitesini yiikseltmistir. Duyarli ¢esitte ise APX, MDHAR ve GR aktivitesi
degismezken, Cu/Zn-SOD aktivitesi diigmiis, DHAR aktivitesi ise yiikselmigtir
(Hernandez ve dig., 2000). Pamukta NaCl stresinin SOD, guaikol peroksidaz ve GR
enzimlerinin aktivitelerinde yiikselis ve CAT ile APX enzimlerinin aktivitelerinde

diismeye sebep oldugu belirtilmistir (Parida ve Das, 2005).
2.2.3. Tuz Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler tuz stresi ile miicadele edebilmek i¢in farkli biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar kokler aracilifiyla iyon almmiminin
kontrolii ve iyonlarin yapraklara tasinmasi, hiicresel ve tiim bitki diizeyinde iyonlarin
belirli bolgelerde tutulmasi, uyumlu bilesiklerin sentezi, fotosentetik yolda ve membran
yapisinda degisme, antioksidan enzimlerin aktivite artigimi ve bitki hormonlarinin
indiiksiyonunu igermektedir (Bohnert ve dig., 1999; Parida ve Das, 2005). Bitki tuz

stresi ile iligkili olan biyokimyasal fonksiyonlar Sekil 2.2 de gdsterilmistir.
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Sekil 2.2: Bitki tuz stresi ile ilgili olan biyokimyasal fonksiyonlar (Parida ve Das, 2005).

2.2.3.1. Tuz I¢eriginin Regiilasyonu

Tuzlu alanlarda gelisen bitkiler biinyelerindeki tuz konsantrasyonunu bazi

mekanizmalarla diizenlemektedir. Bu mekanizmalar asagida siralanmistir (Dajic, 2006);

a) Tuzun hiicrelere alinmamasi ile tuzdan sakinma: Tuzun hiicrelere alinmamasi,
rizosferde yliksek tuz miktar1 varliginda kokiin belli iyonlar i¢in (Na®, Cl) diisiik
gecirgenlige sahip olmasiyla gerceklesmektedir. Bu esnada yine de belli bir miktar tuz
hiicrelere alinmaktadir (Liittge, 2002). Kokte bu engelleme ultrafiltrasyon denilen
(kaspari seridi) filtre sistemi ile gerceklestirilmektedir (Botella ve dig., 2005). Bazi
bitkiler, kokleri ile topraktan Na* almasina ragmen fazla tuzun kok, govde ve yaprak ile
cicek saplarinda tutulmasi sonucu meristemlere, gelisen yapraklara ve gen¢ meyvelere
ulasan tuz miktar1 azalmaktadir (Larcher, 1995). Na* miktarinin kok tarafindan
diizenlenmesinin kokte iletim hiicrelerinde yer alan kontrol noktalar1 (transport

proteinleri vb.) tarafindan gercgeklestirildigi bildirilmistir (Botella ve dig., 2005).

b) Tuzun eliminasyon (eleme, atma) yoluyla uzaklastirilmasi sonucu tuzdan
sakinma: Bitkiler, 6zellesmis yapilar araciligiyla tuzun uzaklastirilmasi ve tuz iceren
yaprak boliimlerinin doékiilmesi sayesinde fazla tuzdan kurtulmaktadir. Bu uzaklastirma
islemi yaprak epidermisinde lokalize olan tuz salg tiiyleri (trikomdan kokenli) ve tuz

bezleri  (epidermis  hiicrelerinin  modifikasyonu ile olugsmus) tarafindan
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gerceklestirilmektedir (Munns ve Tester, 2008). Tuz salg1 bezleri tuzu disa salarken, tuz
tiiyleri fazla tuzu vakuollerinde biriktirmekte ve her iki durumda da tuz aktif dokulardan

fizyolojik olarak uzaklastirilmaktadir (Breckle, 2002).

¢) Bitki dokularinda sukkulentlik kazanma veya tuzun yeniden dagilim ile yiiksek
tuz konsantrasyonunun seyreltilmesi: Sukkulentlik, bitkilerin yaprak dokularindaki
fazla NaCl’nin seyrelmesini saglayan bir mekanizmadir (Glenn ve dig., 1999). Ayrica
hiicre ¢eperinin elastikiyetine baghdir. Sukkulent halofitik bitkilerde olusan morfolojik
ve anatomik degisiklikler; 6zellikle siinger ve su igeren depo parankimasini olusturan
hiicrelerin hacimlerinde ve yaprak kalinliginda artis ve stoma sayisinda azalmadir
(Dajic, 2006). Tuzun yeniden dagilimi ise transpirasyonun gerceklestigi, aktif geng
dokulardan Na*’nin ve Cl‘nin tekrar floeme aktarilarak, yapraklardaki tuz miktarinin
seyreltilmesi ile gerceklesmektedir (Larcher, 1995). Floeme gonderilen iyonlar,
yapraklardan koke (Botella ve dig., 2005), tuzun atilmasi i¢in 6zellesmis yapilara ya da

fazla tuzu biriktiren yasli yapraklara gonderilerek zararsiz hale getirilebilmektedir.
2.2.3.2. Iyon Homeostasinin Diizenlenmesi ve SOS Sinyal Iletim Yolu

Stres altinda iken sitoplazmasinda yiiksek tuz bulunduran bitkiler, metabolik
fonksiyonlarmi devam ettirebilmek i¢in Na*’un fazlasin1 vakuollerinde depolamaktadir

(Parida ve Das, 2005).

Hayvanlarin aksine, bitki hiicrelerinde Na-ATPaz ya da Na/K-ATPaz olmadigi i¢in iyon
ve metabolitlerin tasinimi H-ATPazlar ve H-pirofosfatazlar ile gerceklestirilmektedir.
Stres kosullar1 altinda bitkilerde birtakim diizenlemeler dahilinde H-ATPazlar ve H-
pirofosfatazlar araciligr ile iyonlarin iletimine bagli olarak homeostaz saglanir

(Hasegawa ve dig., 2000).

Bitkilerin dehidrasyona karsilik temel cevap mekanizmasi, su gecisinde rol oynayan
hidrofilik transmembran kanallar olan aquaporinlerin ve iyon tagima sistemlerinin

aktivasyonunu/inaktivasyonunu kapsamaktadir (Zhu, 2000; Munns, 2002).

Iyon stresinin ilk algilayici faktorleri iyon kanallari, iyon tastyicilari ve hiicre ici ya da
plazma membrani iizerindeki iyona baglanan proteinlerdir. Hiicre i¢i depolardan ya da
hiicre disindan kalsiyum aliminin olusturdugu sitozolik kalsiyum artig1 kuraklik, soguk
ve tuz streslerinde sekonder haberci olarak islev gormektedir. Bitki hiicrelerindeki

kalsiyum salinimi; stres ¢esidine, stresin gelisim derecesine, oncesinde strese maruz
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kalip-kalmadigima ve doku ¢esidine bagli olarak degismektedir. Kalsiyum saliniminin
tuz stresinde ¢ok kisa zamanda meydana gelmesi ve 1-10 dakika kadar devam etmesi,
tuz sinyalinin olusturulmasinda baslangi¢ olaylarindan biri oldugu diisliniilmektedir
(Hirt ve Shinozaki, 2004). Arabidopsis spp’de, iyon dengesi ile tuz toleransinda rol
oynayan ve genetik olarak birbirine bagli olan SOS1, SOS2 ve SOS3 olmak iizere ii¢
lokus teshis edilmigtir. SOS (Salt Overly Sensitive: Tuza Asir1 Duyarli) genlerinin
kontroliindeki SOS sinyal iletim yolu, Na® ve K* iyon dengesini diizenlemektedir

(Yokoi ve dig., 2002).

SOS sinyal iletim yolunun baglangicinin, Ca*? sinyalini tetikleyen hiicre i¢i ya da hiicre
dis1 Na*? fazlalig1 olabilme ihtimali muhtemeldir. Bu yolda tuz stresiyle birlikte ¢ikan
sitosolik Ca*? sinyali, Ca*™ baglayan SOS3 proteini tarafindan algilanmaktadir. Ca*2-
SOS3 proteini bir serin/treoninkinaz olan SOS2 ile etkilesmekte ve SOS2’yi1 aktive
etmektedir. Bu sekilde SOS3-SOS2 kompleksi olusmaktadir. Aktiflesen SOS2 kinaz,
sodyumu sitozolden pompalayacak olan Na*/H" tasiyicis1 SOS1°1 fosforillemekte,
SOS3-SOS2 kinaz kompleksi SOS1 ve diger genlerin transkripsiyon seviyesini
diizenlemektedir. Buna ilave olarak SOS3-SOS2 kinaz kompleksi NHX1 (hiicre i¢i zar
Na*/H* antiporteri) aktive ederek sodyumun vakuolde tutulmasini saglayabilmekte ve
plazma membraninda sodyum tasiyicist HKT1 (sodyum girisi tasiyicisi) aktivitesini
inhibe etmekte ve boylece sodyumun hiicre igerisine girisini sinirlayabilmektedir (Zhu,

2002; Hirt ve Shinozaki, 2004).
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Sekil 2.3: Iyon dengesinin SOS sinyal iletim yolu, tuz stresi ve kalsiyum diizeyleri tarafindan
diizenlenmesi (Tiirkan ve Demiral, 2009).
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2.2.3.3. Diizenleyici Osmolitlerin Biyosentezi

Tuz stresine maruz kalan bitkiler, birbirinin yerine gegebilen bilesenler olarak bilinen
osmotik koruyucu bilesikleri biriktirmektedir (Hussein ve dig., 2008). Bu bilesenler
(osmolit) in bir kismmi1 K* gibi temel iyonlar olustursa da biiylik boliimiinii organik
maddeler olusturmaktadir (Parvaiz ve Satyawati, 2008). Osmolitler, bitki hiicrelerini
dehidrasyona kars1 korumaktadir ve diisiik molekiil agirligina sahip, toksik olmayan,
hiicre metabolizmasina zarar vermeyen ve molar konsantrasyonlarda biriken ndtral
maddelerdir (Djilianov ve dig., 2005). Osmotik koruyucularin birikim diizeyi, tiire 6zgii
siirlar i¢cinde suyun girigini artirmak i¢in (ya da ¢ikisini azaltmak i¢in) dig ortamda
artan ozmotik basingla orantili olarak degismektedir (Parida ve Das, 2005). Ozmotik
koruyucular; a) ozmolitler; sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler, b) 1s1 soku
proteinleri (Heatshock), ¢) LEA proteinleri; ge¢ embriyogenez bagimli proteinlerdir.
Ozmolitler, stres tarafindan olusturulan ROT un temizlenmesinde rol oynayan ozmotik
ayarlayic1 olarak gorev almaktadir. Sitoplazmada suyun alikonmasii saglamakta ve
sodyumun apoplast ve vakuollerde tutulmasini kolaylastirmak suretiyle hiicresel

yapilar1 korumaktadirlar (Smirnoff ve Cumbes, 1989).
2.2.3.4. Antioksidatif Enzimlerin Aktivitesi

Tuz stresi, ozmotik etkilerinden dolay1 su eksikligine neden olmaktadir. Su eksikligi ise
cesitli ROT larin olusumunu tetiklemektedir (Parida ve Das, 2005). Bitkiler, tuz stresi
sonucu olusan ROT’lardan hiicreyi korumak maksadiyla ¢esitli antioksidan bilesikleri
ve antioksidatif enzimleri kullanmaktadir (Zhu, 2005).Tuz stresine maruz kalan
bitkilerin antioksidan enzim aktivitesindeki degisimleri ile ilgili pek ¢ok calisma
yapilmustir. Ornegin; musir bitkisinin duyarli ve toleransh genotiplerine 100 mM NaCl
uygulanmis, her iki ¢esidin yapraklarinda SOD, APX, GPX ve GR aktiviteleri kontrole
gore artmistir. Enzim aktivitesindeki artis toleranshi genotiplerde daha belirgindir. CAT
aktivitesi, toleransli genotiplerde azalmistir (Neto ve dig., 2006). Tuzluluk stresine
maruz kalmis susam ¢esitlerinde SOD, POX, CAT, APX ve GR enzim aktivitelerinin
arttig1 gézlenmistir (Koca ve dig., 2007).
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2.2.3.5. Bitkilerde Tuzluluk Stresinin Ilgili Genlerin Ifadesi Uzerine Etkileri

Bitkiler tuza maruz kaldig1 andan itibaren gen anlatiminda bazi degisiklikler meydana
gelmektedir. Son yillarda, tuzlu ortamin tegvik ettigi genlerin ¢cogu izole edilebilmistir
(Sairam ve Tyagi, 2004). Tuz stresine kars1 tesvik edilen genler, fonksiyonlarina goére

asagidaki gibi gruplanmaktadir (Borsani ve dig., 2003);

. Ozmolitleri sentezleyen genler,

. Hiicre biitlinliigiinii saglayan genler,

. Antioksidatif enzimleri kodlayan genler,

. Iyon dengesini diizenleyen genler,

. Transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler olarak gruplandirilmistir (Borsani ve
dig., 2003).

Bitkiler, abiyotik stres faktorleri ile miicadele edebilmek icin, ilgili genleri aktive ederek
stresle 1ilgili proteinleri liretmektedir. Saperonlar olarak rol oynayan Sicak Soku
Proteinleri (Hsps: Heat-Shock Proteins) ve Ge¢ Embriyogenezis (LEA: Late
Embryogenesis Abundance) Proteinleri sicaklik, tuzluluk ve su eksikligi tarafindan
tesvik edilmektedir (Sairam ve Tyagi, 2004). Koruyucu etkiye sahip LEA proteinleri,
ABA ile tesvik edilen proteinlerin bir grubudur. Bu proteinler sistein ile triptofandan
yoksun proteinlerdir. Sitoplazmada mevcut olan bu proteinler, stres kosulu boyunca
hiicresel yapilar1 korumada rol oynamaktadir. Stres kosullarinda lea genleri tarafindan
anlatilan hidrofilik ve ¢oziinebilir LEA proteinleri suyu baglayarak, tuz stresi siiresince
ortaya cikan su eksikliginin etkilerinden, hiicresel membran ve protein/enzim gibi yap1

ve bilesenleri korumada etkin role sahiptir (Yildiz ve dig., 2010).
2.2.3.6. Bitki Hormonlarimin Indiiksiyonu

Tuzluluk, kuraklik ve soguk stresi, absisik asit (ABA) biyosentezinin artisina ve
birikimine neden olmaktadir (Borsani ve dig., 2003). Tuz stresi altinda artan ABA, bazi
genlerin anlatimini tegvik etmektedir. Piring bitkisinde ABA’nin tesvik ettigi genlerin
tuz tolerans1 mekanizmasinda 6nemli rol oynadig1 distliniilmektedir. ABA; biliyiimede,
fotosentez iirlinlerinin tasinmasinda NaCl’nin engelleyici etkisini azaltmaktadir. Stres
sartlar1 altinda ABA, stoma bek¢i hiicrelerinde iyon akis hizin1 azaltarak stomada

kapanmay1 baslatmaktadir (Parida ve Das, 2005). Tuz ve diger cevresel stres
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kosullarinda, ABA konsantrasyonu yapraklarda 50 kat artabilmektedir. Yapraklardaki
ABA birikimi stomalar1 kapatmakta, su kaybini azaltmaktadir (Bressan, 2008). Iyon
dengesinin kontroliinde ABA’nin gerekli oldugu ile ilgili kanitlar da vardir. Bitki
koklerinden K™ un alinmasi ve birikimi ABA tarafindan kontrol edilmektedir. ABA,
iyon dengesinde Onemli olan Ca*"’un sitoplazmadaki birikimini tesvik etmektedir

(Borsani ve dig., 2003).

2.3. BRASSINOSTEROIDLER (BR)
2.3.1. Kesfi, Tanim1 ve Kimyasal Yapisi

Bitki biiyiimesini ve gelisimini diizenleyen fitohormonlar oksinler, gibberellinler,
sitokininler, absisik asit ve etilen olmak iizere 5 grupta toplanmasma karsilik, son
yillarda brassinosteroidlerin de hormonlarin altinci grubu olarak g6z 6niine alinmasini

gerektiren kanitlar ortaya konmustur (Rao ve dig., 2002).

Mitchell ve dig. (1970), Brassica napus (kolza) polenlerinden elde edilen yagli bir
ekstraktin fasulye internodlarinda asir1 bir uzamaya neden oldugunu saptamislardir. Bu
aragtiricilar daha sonra, yaklagik 60 farkli tiirin polen ekstraktlarini ¢esitli yontemler
kullanarak test etmis, bliylimeyi tesvik edici aktivitelere sahip olduklarini belirlemistir.
Biiyltimeyi tesvik eden en aktif bilesigi Brassica cinsinden ekstre ettikleri igin
“brassinler’’ olarak isimlendirmiglerdir. Brassinlerin ger¢ek kimyasal yapisini
belirlemek i¢in Grove ve dig., (1979) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmalar sonucunda 40 kg
polenden 4 mg kristal elde edilmistir. Elde edilen bu aktif bilesik brassinolid (BL)

olarak tanimlanmustir.

Brassinosteroidin 1979 yilindaki kesfinden itibaren 53 angiosperm (kapali tohumlular)
(12 monokotiledon ve 41 dikotiledon), 6 gimnosperm (a¢ik tohumlular), 1 egreltiotu
(Equisetum arvense) ve 1 yosun (Marchantia polymorpha) olmak iizere 61 tiirden,
kimyasal olarak 69 farkli BR izole edilmistir (Kutschera ve Wang, 2012).Bunlarin
disinda, tek hiicreli yesil alglerden 2 tiir (Chlorella vulgaris ve Hydrodictyon
reticulatum) ve kahverengi alglerden Cystoseira myrica’da da brassinosteroid

tanimlanmistir (Hayat ve Ahmad, 2011).
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BR ler bitkinin hemen hemen tiim kisimlarinda sentezlenebilmektedir. BR ler; ¢esitli
bitki kisimlarinda (polen, tohumlar, yapraklar, govdeler, kokler ve ¢icekler gibi) ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda (nano-gram diizeyler) bulunmaktadir (Fujioka, 1999). BR
lerin endogen seviyeleri bitki organ tipine, dokunun yasma ve tiirline gore
degismektedir. Reprodiiktif organlar ve biiyiimekte olan dokular (polen, olgunlasmamis
tohum, govdeler), olgunlasmis olan dokulara nispeten daha fazla miktarda BR
icermektedir (Yokota ve Takahashi, 1986; Fujioka ve dig., 1998; Sasse ve dig., 1998;
Schmidt ve dig., 1998; Shim ve dig., 1998; Clouse, 2002b). Bitki kisimlarindan gévde
ve yapraklar genellikle g. taze agirlik basina 0,01-0,1 ng; polen ve olgunlagsmamis

tohumlar ise g. taze agirlik bagina 1-100 ng BR igermektedir (Srivastava, 2002).

BR, 5 a-kolestan iskeletine sahiptir ve ¢esitli bitki tiirlerinden izole edilmis steroidal bir
polihidroksi lakton grubudur. Bu bilesik BL (brassinolid) olarak adlandirilmistir (Taiz
ve Zeiger, 2006) (Sekil 2.4).

Brassica napus‘\ cm

Sekil 2.4: Brassica napus bitkisi ve brassinolid (BL) hormonunun kimyasal yapisi (Kutschera
ve Wang, 2012).

Brassinosteroidler kolestandan tiirevlenmektedir. Bu nedenle bitkiler, androjenler,
Ostrojenler, vertebratalarin kortikosteroidleri ve bocekler ile krustaselerin ekdisteroidleri
gibi kolesterolden tlirevlenen hayvan steroid hormonlar1 ile yapisal benzerlik
gostermektedir (Clouse, 2002a; Ashraf ve dig., 2010; Hayat ve Ahmad, 2011).
Kimyasal yapisi incelendiginde birbirine bitisik olan A, B, C ve D halkalar ile 17.
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Karbona bagli bir alkil yan zincirinden olusmaktadir (Miissig ve Altmann, 1999).
Nukleus ve yan zincir, fazla karmasik olan BR lerin nomenklatiirii ile steryokimyasini
olusturan farkli izomerik konfigiirasyonlarda cesitli gruplar tasimaktadir (Mandava,
1988). Yan zincirdeki alkil gruplarinin sekline gore bu bilesikler C27, C28 ya da C29
BR ler olarak siniflandirilmaktadir (Yokota, 1997). Yiiksek bitkilerde, C28 grubu BR
lerin en yaygin iki tipi olarak BL ve onun keton prokiirsorii olan kastasteron (CS)

bulunmaktadir (Srivastava, 2002).
2.3.2. Biyosentezi ve Tasinmasi

Dogal formda bulunan BR ler arasinda en yiiksek aktiviteye (5 kat daha fazla) sahip
olan brassinolid’dir. Brassinolidin biyosentez yolunu aydinlatmak i¢in ¢esitli calismalar
yapilmis (Suzuki ve dig., 1995; Srivastava, 2002), biyosentez prokiirsoriiniin
kampesterol (CR) oldugu ortaya konmustur. Ilk basamakta, CR iin 5,6 ¢ift baginmn
rediiksiyonuyla kampestanol (CN) olusmaktadir. Sonraki basamakta CN den, BL nin bir
adim Onceki Onciilii olan kastasterona (CS) giden 2 paralel biyosentez yolu vardir. Bu
iki biyosentez yolu, erken ve ge¢ C6 oksidasyon yolu olarak adlandirilmaktadir (Choi
ve dig., 1997; Bishop ve Yokota, 2001; Srivastava, 2002). Bu iki yan yolun farkliligi,
yan zincirdeki hidroksilasyondan once ya da sonra C6 oksidasyonunun meydana gelip
gelmemesinden kaynaklanmaktadir (Noguchi ve dig., 2000). Erken C-6 oksidasyon
yolunda CN, 6-oksokampestanole okside olmakta ve sonrasinda bu yol yan zincirdeki
22. ve 23. karbonlarin hidroksilasyonu ile devam etmektedir. Bu reaksiyonu takiben, CS
yi olusturmak {izere 3. karbondaki hidroksilin epimerizasyonu ve 2. karbona bir
hidroksil eklenmektedir. Farkli yol olan ge¢ C-6 oksidasyon yolunda ise CN, CS yi
olusturmak {izere benzer hidroksilasyon ve epimerizasyon reaksiyonlarindan gegerek, 6-
deoksokastasteronu olusturmaktadir. Basamagin en sonunda CS, Baeyer-Villiger tipi
oksidasyon aracilifiyla BL ye donlismektedir (Yokota, 1997; Sakurai ve dig., 1999;
Srivastava, 2002).
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Sekil 2.5: BL biyosentez yolu (Zhao ve Li, 2012).

BL sentezi sirasinda izlenen yollar, bitki tiirleri ve dokular arasinda farklilik

gostermektedir (Srivastava, 2002). Erken ve ge¢ C6-oksidasyon yollari, bezelye ve

Arabidopsis 1 de kapsayan ¢ok sayida tlirde yaygindir (Nomura ve dig., 1999; Nomura

ve dig., 2001). Domates bitkisinde ge¢ C6-oksidasyon yolu ortaya konmustur (Bishop

ve dig., 1999; Noguchi ve dig., 2000). BR lerin tamami biyolojik olarak aktif degildir.

Biyolojik olarak aktif olan ve fizyolojik caligmalarda yaygin olarak kullanilan BR ler;
BL, 24-epiBL (24-epibrassinolid) ve 24-HBL (24-homobrassinolid) dir (Rao ve dig.,

2002).
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2.3.3. BR Sinyal iletim Modeli

Hiicre yiizeyinde brassinosteroid sinyalinin taninmast ve nukleustaki transkripsiyonel
aktivasyonuna kadar gerceklesen asamalar belirlenmistir (Gudesblat ve Russinova,
2011). Brassinosteroid, BRI1 (BR insensitive) tarafindan algilanmaktadir. BRI1, hiicre
ceperinin disina uzanan, LRR (16since zengin tekrar - leucine rich repeat) yapisi iceren

bir reseptor kinazdir.

Hticre disi

- Losince zengin olan bilge
(LRRs)

-
} Brassinolidin baglanma bélgesi

Plazma membram

Transmembran domain

Juxtamembran domain

Kinaz domain

C-ucu

Sitoplazma

Sekil 2.6: BR reseptorii BRI1’in domain yapisi. (Savaldi-Goldstein ve Chory; 2006).
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2.3.4. BR lerin Tasinmasi

BR ler, hareket yerlerine yakin yerlerde sentezlenmektedir (Bishop ve Yokota, 2001).
BR lerin uzun mesafede taginmasinin, endogen etkiler agisindan énemli olup olmadigi
heniiz bilinmemektedir. Ancak, kisa mesafede taginmasinin etkileri, polen ve tohumlar
acisindan 6nem tasimaktadir (Sasse, 1997). Radyoaktif isaretli BR lerin bitkilere
eksogen olarak uygulanmasi sonucunda piring, salatalik ve bugdayda kokten gévdeye
dogru (akropetal) tasinmasinin ksilem araciligi ile hizli bir sekilde gerceklestigi
saptanmistir (Schlagnhaufer ve Arteca, 1991; Yokota ve dig., 1992; Nishikawa ve dig.,
1994). 14C ile isaretlenmis 24-epibrassinolidin metabolizmasi ve taginmasi salatalik ve
bugday fidelerinde ¢alisilmistir. 24-eBL koklere uygulandiginda kolayca alinmakta ve
yapraklara tasinmaktadir. Yapraklara uygulandiginda tasinmasi koklerden tasinmasina

gore daha yavastir (Fujioka ve Sakurai, 1997).
2.3.5. BR lerin Fizyolojik Etkileri

Farkli abiyotik streslere karsi bitkilere diren¢ saglayan brassinosteroidler, biiyiimeyi
tesvik etmenin yanisira tohum ¢imlenmesi, rizogenez, ¢igeklenme, senesens, absisyon,
olgunlagma gibi farkli gelisim siireclerine de etki etmektedir (Miissig ve Altmann, 1999;
Raove ve dig., 2002; Michelini ve dig., 2004). Dikotillerde hipokotil, epikotil ve
pedunkul uzamasini tesvik etmektedir (Mandava, 1988). BR lerin biiylimede en etkili
oldugu doku geng¢ vegetatif dokulardir (Sasse, 1991). Yapilan ¢alismalarda BR lerin
bezelye epikotillerinde (Clouse ve dig., 1992), aycicegi ve salatalik hipokotillerinde
(Katsumi, 1985), Arabidopsis pedunkulleri (Clouse ve dig., 1993) ve bugday
koleoptillerinde (Sasse, 1985) uzamayi tesvik ettigi bulunmustur.

Triticum aestivum (Hayat ve Ahmad, 2003), piring (Dong ve dig., 1989) ve tiitiinde
(Leubner-Metzger, 2001) BR lerin tohum ¢imlenmesini tesvik ettigi gorilmiistiir. Cilek
yapraklarina BR wuygulanmis ve ¢igeklerin sayisinda artis oldugu saptanmigtir

(Pipattanawong ve dig., 1996).

Ayrica, BR ler kok biliylimesini de artirmaktadir. Pinus radiata’nin transplante olmus
fidelerine 24-eBL uygulanmis ve kok kiitlesinde artis gozlenmistir (Sasse ve Sasse,
1994). Arteca ve Arteca (2001), Arabidopsis thaliana’da brassinolid uygulamasi ile elde

edilen biiylime artisi, diger fitohormonlardan bagimsiz ger¢ceklesmektedir. Ayrica seker
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kamigina homobrassinolid uygulanmis ve kok kitlesinde bir artis tespit edilmistir

(Schilling ve dig., 1991).

BR ler, hem hiicre bdliinmesi hem de hiicre uzamasini etkileyerek biiylimeyi tesvik
etmektedir (Miissig, 2005). Ornegin, Helianthus tuberosus’un Kiiltiire alinan
parenkimatik hiicrelerinde 24-eBL wuygulamasi hiicre bdliinmesinde artisa neden
olmustur (Clouse ve Zurek, 1991). Soya fasulyesi hipokotillerinde yapilan ¢alismada ise

BR lerin hiicre uzamasini tesvik etme yetenegi ortaya konmustur (Zurek ve dig., 1994).

BR ler ¢esitli abiyotik streslere karsi bitkilerin direncini arttirmaktadir. BR uygulamasi,
piringte (Wang ve Zeng, 1993) diisiik sicaklik stresine; bugday yapraklarinda (Kulaeva
ve dig., 1991) yiiksek sicaklik stresine; seker pancarinda (Schilling ve dig., 1991)
kuraklik stresine karsi toleransi artirmistir. Ayrica, BR ler yerfistig1 fidelerinin
biiylimesinde (Vardhini ve Rao, 1999) ve E. camaldulensis’in tohum ¢imlenmesinde

tuzlulugun inhibitdr etkilerini (Sasse ve dig., 1995) ortadan kaldirmastir.

Ayrica BR ile ilgili yapilan g¢aligmalarda, domateste meyve olusumunu arttirdigi
(Kamuro ve Takatsuto, 1999), ksilem farklilagmasini (Clouse ve Sasse, 1998; Miissig ve
Altmann, 1999; Altmann, 1999) ve koklenmeyi tesvik ettigi, yaprak absisyonunu
geciktirdigi (Iwahari ve dig., 1990; Ronsch ve dig., 1993) saptanmistir. Diger yandan
brassinosteroidlerin  polen tlipli biiylimesi, epinasti, kok inhibisyonu, etilen
biyosentezinin indiiksiyonu, proton-pompa aktivasyonu ve gen anlatiminin
diizenlenmesi gibi hiicresel yanitlara neden olabildikleri de rapor edilmistir (Mandava,
1988; Clouse ve Sasse; 1998). BR in tek basina ya da diger bitki biiylime diizenleyicileri
ile birlikte kullanimi, strese karsi bitkinin daha dayanikli olmasinda oldukca sik
kullanilan bir yontemdir (Divi ve Krishna, 2009; Peleg ve Blumwald, 2011; Hayat ve
dig., 2012).

2.3.6. BR lerin Diger Bitki Hormonlari ile Olan iliskileri

BR ve diger bitki biiylime diizenleyicileri arasindaki iligki, farkli metabolik siireclerde
beraber rol oynayarak bitkide biiyiime ve gelismenin devamliligini saglamak seklinde

aciklanabilir (Choudhary ve dig., 2012).
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2.3.6.1. BR ile Absisik Asit (ABA) Iliskisi

Absisik asit ile BR birlikte; tohum c¢imlenmesi, stomanin kapanmasit ve gevresel
streslere yanit gibi farkli biyolojik stlireglerde rol alan bircok gen anlatimini
diizenlemektedir (Haubrick ve dig., 2006; Kagale ve dig., 2007; Acharya ve Assmann,
2009). BR mutantlarinda, tohumun ¢imlenmesinde absisik asidin engelleyici etkisi daha
fazla artmistir (Steber ve McCourt, 2001). Hem BR, hem de absisik asidin stomanin
kapanmasin1 sagladigi ve bu etkiyi NO (nitrik oksit) aracili gergeklestirdikleri
diisiiniilmektedir. Kuraklik gibi abiyotik bir streste, absisik asit ve BR nin birlikte
uygulanmasi1 halinde bitkinin bu strese karsi daha dayanikli hale geldigi bilinmektedir
(Xu, 2007). BR uygulamasi ile su stres toleransinin arttigi rapor edilmistir. Burada, BR
uygulamasinin NO iiretimini arttirdig1 ve NO araciligiyla absisik asit biyosentezinin de
arttig1 belirlenmistir. Artan absisik asit, su stresi toleransinda BR nin etkisini tesvik

etmektedir (Zhang ve dig., 2011).
2.3.6.2. BR ile Etilen Iligkisi

Etilen biyosentezi, hem disaridan hem de igeriden kaynaklanan farkli metabolik yollar
ile diizenlenmektedir (Wang ve dig., 2002). ACC (I-aminocyclopropane-1-carboxylate
synthase), bu hormonun biyosentezini smirlandiran bir molekiildiir. BR, ACC
aktivitesini diizenleyerek etilen biyosentezini tesvik etmektedir (Hansen ve dig., 2009).
Etilen aracili biiylimede ve strese karsi savunmada BR nin de rol oynadig1 gosterilmistir

(Deslauriers ve Larsen, 2010; Cheung ve Wu, 2011).
2.3.6.3. BR ile Gibberellin Iliskisi

BR ile gibberellin arasindaki iligkinin; bitki gelisimi ve g¢evresel streslere cevapta
oynadig1 rolden ibaret oldugu bilinmektedir (Wang ve dig., 2009a; De Vleesschauwer
ve dig., 2012). Pirincin, gibberellin aracili savunma mekanizmasinda, BR in gibberellin
sinyalizasyonunu engelledigi de belirlenmistir (De Vleesschauwer ve dig., 2012). BR in
gibberellin biyosentezini ve sinyalizasyonunu pozitif olarak etkiledigi de rapor

edilmistir (Hu ve dig., 2011).
2.3.6.4. BR ile Oksin Iligkisi

BR uygulamasinin, oksin taginimini artirdigr belirtilmistir (Li ve dig., 2005). BR
biyosentezinin baglamasi i¢in gerekli olan 6zel sinyallerin birgogu hala bilinmemekle

birlikte, oksinin, Arabidopsis bitkisinde BR nin biyosentezi i¢in bir sinyal gorevi
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gordiigii belirlenmistir (Chung ve dig., 2011). Oksin ayica BR sinyallesmesini,
dogrudan kontrol ettigi de bildirilmistir (Vert ve dig., 2008). Stres kosullarinda, BR ve
oksin etkilesiminin bitkinin dayaniklili§inda rol oynadigini belirten ¢alismalar da rapor

edilmistir (Choudhary ve dig., 2010; 2011).
2.3.6.5. BR ile Sitokinin Iliskisi

Bitki biiytime ve gelisimi ile birlikte strese karsi toleransta, BR ile sitokinin
hormonlarinin da olumlu etkisi belirlenmistir (Peleg ve dig., 2011; Vercruyssen ve dig.,
2011). Bu olumlu etkinin goriilebilmesi i¢in sitokinin seviyesinin de, BR de oldugu gibi
optimum diizeyde olmas1 gerektigi ve yiiksek sitokinin seviyesinin olumsuz sonuglara

neden oldugu da bildirilmistir (Ha ve dig., 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME
3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu aragtirmada materyal olarak Tiirkiye’de yaygin olarak yetistiriciligi yapilan Matador
(Spinacia oleracea var. matador) g¢esidi kullanilmistir (Sekil 3.1). Ispanak bitkisinin

sistematik tanimlamasi asagida verilmistir.
Familya: Amaranthaceae

Cins: Spinacia

Tiir: Spinacia oleracea L.

Matador c¢esidinin yapraklar1 iri koyu yesil renkte, oval, kabarcikli ve kisa saplidir
(Ekinci, 1972). Tohumlar1 biiyiik, hafif yass1 ve tizeri piiriizlidiir (Ekinci, 1972; Tiirkes
ve Inan, 1992; Deveci ve Salk, 1995).
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Sekil 3.1: Arastirmada kullanilan 1spanak tohumlariin genel goriiniimii.

3.1.2. Fidelerin Yetistirilmesi

Tohumlar; akan ¢esme suyu altinda bir siire tutulduktan sonra nemli perlit iceren plastik
kaplara, 1-2 cm derinlikte olacak sekilde ekilmistir ve 15 saat fotoperyottaki, 15+2 °C
de, 6000 liiks 151k siddeti altindaki bitki yetistirme odasina transfer edilmistir.

Ortalama cimlenme siiresi 6-10 giin arasinda degisen tohumlar, ilk 7 giin boyunca
giinasir1 400-500 ml distile su ile sulanmigtir. Gelisen fideler 8. giinden itibaren 15.

giine kadar (15. giin dahil) Hoagland Besin Cozeltisi ile giinasirt olacak sekilde

sulanmustir.

16. giin benzer morfolojik goriinlime sahip olan saglikli fideler secilerek su kiiltiiriine
alinmistir. Fideler; Hoagland, Hoagland+10° M eBL, Hoagland+150 mM NaCl ve
Hoagland+150 mM NaCl+10° M eBL (150 mM NacCl igeren Hoagland Besin Cozeltisi
iceren) olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. Her grupta 20 ser adet fide vardir.
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Fideler yaklasik 55 ml hacimli cam deney tiiplerine yerlestirilmis ve kok kisimlarinin
tamamen c¢ozeltinin i¢inde kalmasina dikkat edilmistir. Tiipler dik bir sekilde perlite
gomiilmiistiir. Tiplerin sabit durmasmi saglamak icin de perlitin kuru kalmamasina
dikkat edilmistir. Ayrica koklerin 151k almasini engellemek amaciyla tiipler aliminyum

folyo ile kaplanmustir.
3.1.3. Tuz (NaCl) ve 24-epibrassinolid (24-eBL) Uygulamalar

Bu arastirmada test materyali olarak Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen ve yeni
bitki hormonu olarak kabul edilen BR lerden aktif bilesik olan eBL (Sigma- E1641)
absolute etanolde ¢oziindiirtildiikten sonra kullanilmistir. Epibrassinolid (CAS: 78821-
43-9), > 85% saflikta 2 mg’lik analitik standartlarda temin edilmistir.

Uygulanan tuz ve 24-eBL konsantrasyonlari 6n denemelerden sonra morfolojik etkiye

sahip oldugu goriilen 150 mM NaCl ve 10 M eBL konsantrasyonlari se¢ilmistir.

Tuz konsantrasyonunu sabit tutabilmek amaciyla besin ¢ozeltisi gilinasir1 distile su ile
tamamlanmis, haftada bir kez de tilipteki ¢ozelti dokiiliip iyice yikandiktan sonra yeni

besin ¢ozeltisi ile doldurulmustur.

16. giinden itibaren 45. giine kadar (30 giin boyunca) bir grup sadece Hoagland
soliisyonuna, diger grup ise Hoagland+NaCl (tuz) soliisyonuna alinmig, her iki grup
fidelerin yarisinin yapraklarina ptskiirtme seklinde giinasir1 olacak sekilde eBL
uygulamasi yapilmistir. Piiskiirtme yapilirken soliisyonun bitki kisimlarinin tamamina
gelecek sekilde olmasina 6zen gosterilmistir. Hasat tarihi, bitkilerin gelisim siireci

izlendikten sonra tuz uygulamasinin etki gosterdigi 45. giin olarak saptanmustir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Uygulama Oncesi ve Sonrasi1 Taze Agirhgin Olciilmesi, Aradaki Farkimn

Saptanmasi

Ik 15 giin perlitte yetisen bitkilerin 15. giin su kiiltiiriine alinmadan énce (kok kismi
hari¢) taze agirligr alinmistir. Su kiiltliriine alinan bitkilere 30 giin boyunca hormon
uygulamasi yapilanlar ile yapilmayanlar arasinda olusabilecek farki belirlemek amaciyla

45. gliniin sonunda taze agirliklar tekrar 6l¢iilmiis ve aradaki farklar hesaplanmistir. Tuz
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stresine dogrudan maruz kalan kokler, govde oranina gore artig gostermektedir. Yaprak
bliylimesi tuz stresine karst kok biiylimesinden daha duyarlhidir (Munns ve Tester, 2008).
Bu nedenle fidelerin sadece govde kismi ¢esitli analizler yapilmak iizere hasat edilmis,

analiz edilmis ve sonuclar ortaya konmustur.
3.2.2. Total Klorofil Miktar1 Tayini

45 giinliik fideler hasat edilerek ¢igcek kisimlar1 ve tiim kok kisimlar1 kesildikten sonra,
govdenin (tim govde kisimlar1 dahil) taze agirligr alinmistir. Tartim sonrasi fideler bir
miktar CaCO; tozu ve %90 aseton ile ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler +4 °C de
24 saat karanlikta bekletildikten sonra 3000 g de, +4 °C de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmigtir. Elde edilen siipernatantlarin absorbsiyon degerleri, spektrofotometrede 630
nm, 645 nm ve 665 nm dalga boylarinda 6lgtilerek, total klorofil icerikleri pg/g T.A

cinsinden tayin edilmistir (Parsons ve Strickland, 1963).
3.2.3. Coziinebilir Total Protein Miktarinin Tayini

Materyalin ¢icek ve kok kisimlari kesildikten sonra, govde kisminin taze agirligi
alindiktan s1v1 azot ile muamele edilip ekstre edilecegi giine kadar, -80 °C de muhafaza
edilmistir. Analizin yapilacag: giin 6rnekler 2 serli gruplar halinde soguk havanda sivi
azot yardimiyla %2’lik (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM EDTA igeren 0,05
M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7,8) homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat,
+4 °C de 14000 devirde, 30 dakika santrifiij edilmis ve olusan siipernatanttaki protein
miktariin belirlenmesi, Bradford yontemi (1976) kullanilarak yapilmistir. Olgiim
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik sartlarda proteine baglandiginda
kirmizi ve/veya yesil formundan maviye donligmesine dayanmaktadir. Bu mavi renk
olusumu, hazirlanan Ornekler karanlikta 20 dakika bekletildikten sonra 595 nm’de
Olclilmiistiir. Standart olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilmistir. Standart
araligr 0,02-0,2 mg/ml’dir. Elde edilen bitki ekstraktlarinin protein miktarlar1 elde
edilen bu standart ile karsilagtirilarak hesaplanmigtir. Protein miktarlart pg/g T.A

protein tiirtinden ifade edilmistir.
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3.2.4. Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Tayini

Peroksidaz aktivitesini tayin etmek i¢in Birecka ve dig. (1973) nin uyguladigi yontem
kullanilmistir. K6k kisimlar1 hari¢ tiim bitkinin taze agirligi alindiktan sonra, total
protein miktarinin tayininde bahsedildigi gibi fosfat tamponunda (pH 7,8) 2 serli gruplar
halinde ekstre edilip santrifiij edilmistir. Olgiim, BioTek Epoch2 mikroplate
spektrofotometrede yapilmistir. Santrifiij sonucu elde edilen Siipernatanttan (iist sivi) 10
ul alinip mikroplatelere konulduktan sonra, iizerine 100 ml’sinde, 6 damla guaikol ve 3
damla H,O, bulunan 0,1 M Na-P tamponundan (pH 5,8) 190 pl eklenerek, 2 dakika
icerisinde 10 saniye araliklarla 470 nm dalga boyunda absorbsiyonu Ol¢lilmiistiir.
(Blank kuyucuguna 200 pl Na-P tamponu konulmustur). Enzim aktivitesi AA/g. T.A.x
dk olarak ifade edilmistir.

3.2.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz aktivitesi Beauchamp ve Fridowich (1971)’e gore belirlenmistir.
SOD’un fotokimyasal olarak nitro blue tetrazolium (NBT)’un indirgenmesini inhibe
etme yeteneginin Olclilmesiyle aktivite tayin edilmistir. Reaksiyon karigimi 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.,8), 33 uM NBT, 10 Mm L-metiyonin, 0,66 Mm EDTA-Na,,
0,0033 Mm riboflavin icermektedir. Siipernatant seyreltildikten sonra karisim 20 dakika
300 umol m?2s! 1s1k siddeti altinda bekletildikten sonra reaksiyon karisiminin 560
nm’deki absorbans degerleri okunmustur. SOD i¢in 1 enzim birimi; 1sikla
indirgenmenin %50 engellenmesine neden olan protein miktar1 (mg) tanimlanmis ve

govde kismi 6rneklerindeki SOD aktiviteleri buna gore belirlenmistir.
3.2.6. Membran Permeabilitesindeki Degisikliklerin Olciilmesi

45 giinii dolduran bitkiler hasat edilip kok kisimlar1 kesildikten sonra, 6nce musluk suyu
ile ardindan saf su ile yikanip dikkatli bir sekilde kurulanmistir. Ardindan bitki 6rnekleri
2 serli gruplar halinde saf su igerisine konulmustur. Saf suyun miktar1 0,1 gr 6rnek i¢in,
10 ml’dir. Ornekler dnce 40 derecede 30 dakika bekletilip iletkenlik dl¢iim cihazinda
EC (Electrical Conductivity)’si 6lgiilmiis (C1), daha sonra 100 °C lik su banyosunda 10
dakika bekletilip EC’si tekrar ol¢iilmiistiir (C2). Cikan degerler asagidaki esitlikte
yerine konularak sonuglar mS/cm cinsinden ifade edilmistir. (Premchandra ve dig.,

1990; Sairam, 1994). (MSI: Membran Stabilite Indeksi).
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MSI: [1-(C1/C2)]x100
3.2.7. istatistiksel Analizler

Analizlerin sonucunda elde edilen veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS
for Windows 10.0) paket programi igerisinde yer alan Tek-Yonlii Varyans Analizi
(One-way ANOVA) ile analiz edilerek, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile

ortalamalar arasindaki farklar p<0,05 6nemli olarak tespit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. TAZE AGIRLIK MIKTARINDA OLUSAN FARKLAR

15 giinliik 1spanak fideleri, taze agirliklar1 alindiktan sonra 30 giin boyunca yarisi tuz
icermeyen Hoagland soliisyonunda diger yarisi da tuz iceren Hoagland ¢ozeltisinde
yetistirilmis; bu siirecte brassinosteroidlerin aktif formu olan 24-epibrassinolid (eBL)
(10° M) cozeltisi piiskiirtme teknigi kullanilarak uygulanmus; 45. giinde eBL nin fide

gelisimi iizerine etkisini ortaya koymak amaciyla 2. taze agirliklart alinmis ve taze

agirlik degisimleri goz Oniine alinarak biliylime farki saptanmistir. Elde edilen bulgular

Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Tablo 4.1 de gosterilmistir.

Hoagland
Hoagland+10* M eBL

Sekil 4.1: 30 giin boyunca tuz iceren ve icermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 107
M eBL uygulanan 1spanak fidelerinin gelisimi.



Sekil 4.2: 30 giin boyunca tuz igeren ve icermeyen Hoagland sollisyonunda yetistirilen ve 107
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M eBL uygulanan 1spanak fidelerinin gévde geligimi.

Tablo 4.1: 30 giin boyunca tuz iceren ve icermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 107

Taze Agirlik Artisi/Govde (g.)

M eBL uygulanan 1spanak fidelerinin taze agirlik artis1 (p<0,05).

Gruplar Taze Agirlik ArtisyGovde (g.)
Hoagland 1,1605 * 0,0946
Hoagland+10° M eBL 0,9155 + 0,0422
Hoagland+NaCl 0,4624 + 0,0608
Hoagland+NaCl+10° M eBL 0,7043 + 0,0543
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Hoagland Hoagland + 10°M  Hoagland+NaCl Hoagland+NaCl +
eBL 10°M eBL

Sekil 4.3: 30 glin boyunca tuz igeren ve icermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 107

M eBL uygulanan 1spanak fidelerinin taze agirlik degisimi (p<0,05).
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Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Tablo 4.1 den de anlasildig1 tizere, tuz stresine maruz
kalan fidelerin gelisimi oldukca yavaslamis, tuz stresinde yetisen fidelerin taze
agirliklart %60 oraninda azalmistir. Her iki gruba da 10° M eBL uygulandiktan sonra
eBL uygulanan kontrol grubunun taze agirligi uygulama yapilmayan kontrol grubuna
kiyasla yaklasik %21 oraninda diisiis gostermistir. eBL uygulanan NaCl+Hoagland
soliisyonunda yetisen fidelerin ise taze agirliklar1 eBL uygulanmayan gruba gore

yaklasik %35 oraninda artmustir.

Ayrica, deney esnasinda eBL uygulamasinin ardindan yaklasik olarak 35. giine kadar
morfolojik olarak Hoagland+10° M eBL grubu, Hoagland grubu fidelerine gore hizl
gelisme gosterirken, 45. giine kadar gecen siirecin sonunda, aksine biiylime ve

gelismenin yavasladigl gézlemlenmistir.

4.2. TOTAL KLOROFIL MiKTARINDAKIi DEGiSIMLER

Calismada kullanilan fidelerin gelisim asamalar1 izlendikten sonra bu bitkilerin

fotosentetik aktivitelerini saptamak amaciyla total klorofil igerikleri tayin edilmistir.

Hoagland+NaCl soliisyonunda yetistirilen ve toksik etki nedeniyle gelisimi etkilenen
fideler, 45. giin hasat edilmis, tiim gruplarin total klorofil igerikleri tespit edilmis ve

sonuglar Tablo 4.2 ve Sekil 4.4 de gosterilmistir.

Tablo 4.2: 30 giin boyunca tuz iceren ve icermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 10
M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki total klorofil miktar1 (p<0,05).

Deney Gruplari Total Klorofil Miktar/Govde (ug Kl/g. T.A)
Hoagland 341,1662+20,7909
Hoagland+10° M eBL 254,2324+8,5208
Hoagland+NacCl 118,6404+6,8194

Hoagland+NaCl+10° M eBL 206,3886+21,0180
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Sekil 4.4: 30 giin boyunca tuz iceren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 107
M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki total klorofil miktar1 (p<0,05).

Sekil 4.4 de de goriildiigii gibi NaCl igeren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda
yetisen fideler birbiriyle karsilastirildiginda NaCl iceren Hoagland ¢6zeltisinde yetisen
fidelerin klorofil igerigi 3 kati disiis gostermistir. Bu durum 150 mM NaCl
uygulamasinin 1spanak fidelerinde strese neden oldugunu ortaya koymustur. Hoagland
soliisyonunda yetisen ve eBL uygulanan fidelerin klorofil miktari, eBL uygulanmayan
fidelerin klorofil miktar1 ile kiyaslandiginda yaklagik %34 oraninda bir azalma
gostermistir. Bu durum oksin varliginda eBL nin senesensi tesvik etmesine (Cingil-
Baris ve Saglam-Cag, 2016), buna bagli olarak taze agirlik ve total klorofil iceriginin
indirgenmesine baglanmistir. Hoagland+NaCl ve Hoagland+NaCl+10° M eBL grubu
bitkilerin total klorofil miktarlar1 incelendiginde eBL uygulanan fidelerin klorofil

miktar1 %74 oraninda artmustir.

4.3. COZUNEBILIR TOTAL PROTEIN MiKTARINDAKI DEGIiSIMLER

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde total ¢ozunur proteinlerin bozuldugu bilindiginden,
45 giinliik 1spanak fidelerinin total ¢6ziiniir protein miktar1 Bradford (1976) yontemi

kullanilarak tayin edilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde gruplar
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arasinda onemli dl¢iide (p<0,05) fark oldugu bulunmustur. Elde edilen bulgular Tablo
4.3 ve Sekil 4.5 de gosterilmistir.

Tablo. 4.3: 30 giin boyunca tuz igeren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 10
M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki total protein miktar1 (p<0,05).

Deney Gruplari Total Protein Miktary/ Gévde (ug protein/g. T.A)
Hoagland 0,0109+0,00097
Hoagland+10° M eBL 0,0080+0,00050
Hoagland+NaCl 0,0034+0,00016
Hoagland+NaCl+10° M eBL 0,0060+0,00011
0,014

/<—.‘-.

. 0,012

:‘Cén ’

]

o 0,01

{ =9

=

o 0,008

=]

=

D

= 0,006

=

=

= 0,004

£

Qo

IS

& 0,002 .

=

°

= 0

Hoagland Hoagland + 10 M Hoagland+NaCl Hoagland+NaCH 107®
eBL M eBL

Sekil 4.5:30 giin boyunca tuz igeren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 10° M
eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki total protein miktarindaki degisimler (p<0,05).

Sekil 4.5 dan da goriildiigii gibi NaCl iceren ve NaCl icermeyen Hoagland
soliisyonunda yetisen fideler birbiriyle karsilastirildiginda NaCl igeren Hoagland
cozeltisinde yetisen fidelerin total protein igerigi en az 3 kat1 kadar azalma gostermistir.
Bu durum 150 mM NaCl uygulamasinin ispanak fidelerinde biiyiimeyi engelledigini
ortaya koymustur. Hoagland soliisyonunda yetisen ve eBL uygulanan fidelerin total
protein miktar;, eBL uygulanmayan fidelerin protein miktar1 ile kiyaslandiginda
yaklagik %36 oraninda bir diisiis gostermistir. Bu durum 45 giinliik fidelerde oksin
varliginda eBL nin senesensi tesvik etmesine ve bu silirecin sonunda total protein

iceriginin indirgenmesine baglanmistir. Hoagland+NaCl ve Hoagland+NaCl+10° M



41

eBL grubu bitkilerin total protein miktarlar1 tayin edilmis ve eBL uygulanan fidelerin
total protein miktarini %43 oraninda arttig1 goriilmiistiir. Bu durum, tuz stresi sirasinda
eBL uygulamasinin yeni proteinlerin sentezlenmesine neden oldugunu ifade eden

literatiir bilgilerine uygun diismiistiir (Temel ve dig., 2009; Janeczko ve Swaczynova,
2010; Khalid ve Aftab, 2016).

4.4. PEROKSIDAZ AKTIiVITESINDEKI DEGiSIMLER

Tuz stresine maruz kalan gesitli bitkilerin peroksidaz (POD) aktivitelerinde 6nemli
degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir (Anuradha ve Rao, 2001; Farooq ve dig.,
2009; Nouman ve dig., 2014; Khalid ve Aftab, 2016). Farkli Hoagland serilerinde
yetisen ve eBL uygulanan serilerde olusan klorofil ve protein igeriklerindeki farklar gz
oniine alindiginda, bu siiregte POD aktivitesinde meydana gelen degisimler incelenmek
istenmistir. Bu amacla 45 giinliikk 1spanak fidelerinin peroksidaz aktiviteleri tespit
edilmistir. Fidelerin peroksidaz aktivitesindeki degisimler Tablo 4.4 ve Sekil 4.6 de
gosterilmistir.

Tablo. 4.4: 30 giin boyunca tuz igeren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 10
M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki POD aktivitesi (p<0,05).

Deney Gruplari Peroksidaz (POD) Aktivitesi/Govde (AA / g.
T.A.dk)

Hoagland 0,0475+0,0050

Hoagland+10° M eBL 0,1423+0,0202

Hoagland+NacCl 0,2243+0,0203

Hoagland+NaCl+10° M eBL 0,1332+0,0170
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Sekil 4.6: 30 giin boyunca tuz igeren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 10
M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki POD aktivitesinde meydana gelen degisimler
(p<0,05).

Sekil 4.6 dan da goriildiigi gibi NaCl li ve NaCl siz Hoagland soliisyonunda yetisen
fidelerin POD aktiviteleri birbiriyle karsilastirildiginda NaCl igeren Hoagland
cozeltisinde yetisen fidelerin POD aktivitesi yaklasik olarak 5 kati kadar artis
gostermistir. Bu durum 150 mM NaCl uygulanan ispanak fidelerinde, strese dayali
enzim aktivitesinin hizlandigim ortaya koymustur. Hoagland soliisyonunda yetisen ve
eBL uygulanan fidelerin POD aktivitesi, eBL uygulanmayan fidelerin POD aktivitesinin
hizina oranla 3 kat artis gdstermistir. Hoagland+NaCl ve Hoagland+NaCl+10° M eBL
grubu bitkilerin de POD aktiviteleri tayin edilmis ve eBL uygulanan fidelerin POD
aktivitesinin 1,7 kat oraninda yavasladigi goriilmistiir. Bu durum, tuz stresi sirasinda
eBL uygulamasinin iyilestirici etkisini ortaya koyan literatir bilgileri ile uyumludur
(Cheema ve dig., 2010; Nouman ve dig., 2014; Khalid ve Aftab, 2016).

4.5. SUPEROKSIT DiSMUTAZ (SOD) AKTiVITESINDEKi DEGISIMLER

Superoksit dismutaz (SOD), stiperoksitin (O27) en 6nemli tiiketicisidir ve bu enzimatik
aktivite H20O2 olusumuyla sonuglanmaktadir. Tuz stresine maruz kalan gesitli bitkilerin,
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinde 6nemli degisiklikler meydana gelmektedir
(Khalid ve Aftab, 2016; Neto ve dig., 2006; Attia ve dig., 2009; Arora ve Bhatla, 2017).
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Farkli Hoagland serilerinde yetisen ve eBL uygulanan serilerde olusan klorofil ve
protein iceriklerindeki ve POD aktivitesindeki farklar g6z 6niine alindiginda, bu siirecte
SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler incelenmek istenmistir. Bu amagla 45
giinliik 1spanak fidelerinin siliperoksit dismutaz enzim aktiviteleri tespit edilmistir.
Fidelerin siiperoksit dismutaz aktivitesindeki degisimler Tablo 4.5 ve Sekil 4.7de
gosterilmistir.

Tablo 4.5: 30 giin boyunca tuz igeren ve igermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve 107
M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki SOD aktivitesi (p<0,05).

Deney Gruplari Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi/Govde (%)
Hoagland 170,4332+0,3468
Hoagland+10° M eBL 234,0594+4,5343
Hoagland+NaCl 188,0439+2,6872
Hoagland+NaCl+10° M eBL 430,3297+5,4647
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Sekil 4.7:30 gin boyunca tuz iceren ve icermeyen Hoagland sollisyonunda yetistirilen ve 10° M
eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerindeki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler
(p<0,05).

Elde edilen sonuglar kiyaslandiginda SOD aktivitesinin tuz stresine maruz kalan
fidelerde, strese maruz kalmayan fidelere oranla sadece %10 oraninda bir artisa neden
oldugu gorilmiistiir. Halbuki NaCl igeren soliisyonda yetisen ve eBL uygulamasi

yapilan 1spanak fidelerinde bu oran eBL uygulanmayan fidelere gore %56 oraninda artis
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gostermistir. Bu sonu¢ mevcut literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda eBL nin stresi
hafifletici etki gosterdigini ortaya koymustur (Arora ve dig., 2008; Hernandez ve dig.,
1995). NaCl igermeyen Hoagland ¢ozeltisinde yetistirilen fidelere eBL
puskiirtiildiigiinde, eBL uygulanmayan fidelere nazaran %24 oraninda artis gosterdigi

saptanmistir. Bu sonug diger sonuglarla ¢elismistir.
4.6. MEMBRAN PERMEABILITESINDEKI DEGiSIMLER

30 gilin boyunca tuz stresine maruz birakilan ve 45 giinliikk iken hasat edilen 1spanak
fidelerinin inkubasyonlar1 sonucunda i¢inde bulunduklari sulu ortama sizan erimis
madde miktarmin o6lglilmesinden elde edilen ve membran stabilite indeksi (MSI)

cinsinden ifade edilen degerler Tablo 4.6 ve Sekil 4.8 de gosterilmistir.

Tablo. 4.6: 30 giin boyunca NaCl iceren ve icermeyen Hoagland sollisyonunda yetistirilen ve
10°M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerinin membran permeabilitesi degisimi (p<0,05).

Deney Gruplari Membran Permeabilitesi /Gévde (mS / cm)
Hoagland 79,0999+1,5132
Hoagland+10° M eBL 88,4798+0,8741
Hoagland+NacCl 95,3482+0,8052
Hoagland+NaCl+10° M eBL 89,8501+0,8072
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Sekil 4.8: 30 giin boyunca NaCl igeren ve icermeyen Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve
10°M eBL uygulanan 45 giinliik 1spanak fidelerinin membran permeabilitelerinin
karsilastirilmasi (p<0,05).
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Calismada kullanilan deney gruplarindaki 1spanak fidelerine ait membran
permeabilitesindeki degisimler, iletkenlik 6l¢iim cihazinda EC (Electrical Conductivity)
Olclilmiis ve gruplar arasinda istatistiksel anlamda onemli olgiide (p<0,05) fark oldugu

saptanmistir.

Sekil 4.8 de gorildiigii gibi, Hoagland+NaCl soliisyonunda yetisen fidelerin Hoagland
solisyonunda yetisen fidelere oranla iletkenlik %17 lik bir artis gostermistir.
Hoagland+10° M eBL uygulanan fidelerin iletkenliklerindeki artis, eBL uygulamasi
yapilmayan fidelerinkine gore %11,85 oraninda gerc¢eklesmistir. Hoagland+NaCl
soliisyonunda yetisen fidelerin permeabilitesinde ise Hoagland+NaCl+10° M eBL
solisyonunda yetisen fidelerin permeabilitesine oranla %6,11°’lik bir artig

gerceklesmistir.

Sekil 4.8 de gorildiigii gibi permeabilite degisimi sonucunda ortama sizan madde
miktar1 en yliksek oranla tuz stresine giren bitkilerde gerceklesmistir. Bu fidelere eBL
uygulamasi ise sizan madde miktarin1 azaltarak tuz stresinin membran biitlinliiglini

bozucu etkisi lizerine iyilestirici bir etki yapmustir.

Diger yandan, strese maruz kalmadan Hoagland soliisyonunda yetistirilen fidelere eBL

uygulamasi ise membran permeabilitesini etkileyerek sizan madde miktarini artirmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyadaki tarim arazilerinin 800 milyon hektardan fazlasinda tuzlanma sorunu oldugu
bildirilmistir (Munns, 2002). Bu c¢alismanin konusu olan tuzluluk stresi, dinyadaki
toplam arazilerin %6 sindan fazlasimi etkileyen bir sorundur. Bu olumsuzluklarin
iistesinden gelebilmenin yollarindan birisi de, bitkinin tuzluluk stresine verdigi yanitlari
saptamak ve bu yanitlarin niteliksel ve niceliksel sonuglarina dayanarak,
olumsuzluklarin etkilerini hafifletebilmek amaciyla yapilan hormon uygulamalaridir.
Brassinosteroidlerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinda, hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi
ve genislemesi, lretken reprodiiktif organlarda gelisim, yaprak senesensi, toplam
biyokutle ve verim artis1 gibi bitki biiyiime ve gelismesinde diizenleyici rol
oynamalarinin yanisira cevresel streslere adaptasyonda da etkili olduklar1 tespit

edilmistir (Surgun ve dig., 2012).

Son yillarda brassinosteroidlerin stres kosuluna maruz kalan fideler Uzerindeki etkileri
aragtirtlmaktadir (Kilig ve dig., 2007; Shahid ve dig., 2011; Kumar ve dig., 2014;
Surgun ve dig., 2015; Sri ve dig., 2016). Bu arastirmanin amaci, tuz (NaCl) stresinin
toksik etkilerine maruz kalan ve besin zincirinde 6nemli bir yer tutan 1spanak fidelerinin
gelisimleri lizerine, eBL uygulamasinin iyilestirici bir etki yapip yapmayacaginin
incelenmesidir. Bu amagla tuz (NaCl) iceren ve icermeyen Hoagland ¢Ozeltilerinde
yetistirilen 1spanak fidelerine piiskiirtme yontemi ile steroid yapida olan ve bitki
gelisimini  tegvik eden epibrassinolid (eBL) uygulanmis ve fidelerin gelisimi

irdelenmistir.

Elde edilen bulgular, 150 mM NacCl (tuz) stresine maruz birakilan fidelerin gelisiminin
yavasladigini, bu fidelerin taze agirliklarinin %60 oraninda azaldigini gostermistir. Tuz
stresine (150 mM NaCl) maruz kalarak toksik etki altinda gelisemeyen fidelere 10° M
eBL uygulamas: ise taze agirlik oraninda %35 artisa neden olmustur. Bu sonug 10° M
eBL uygulamasinin, stres altinda gelisimi yavaslayan fidede iyilestirici etki sagladigini
(Sekil 4.1), gbvdelerde taze agirlik artisina neden oldugunu ortaya koymustur. Nitekim

bilindigi gibi tuz stresine maruz kalan bitkilerde hiicresel degisimler meydana
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gelmektedir. Ortamdaki tuz artisiyla birlikte Na/K dengesi ve (Tester ve Davenport,
2003), osmotik denge bozulmakta, osmotik potansiyel diiserek kullanilabilir su icerigi
azalmakta ve gelisim yavaslamaktadir. Her ne kadar stres kosulunda, bitki gelisimini
engelleyen absisik asit (ABA) artist stomalar1 kapatmak suretiyle transpirasyonu
engellese de membran yapisindaki ve diger organellerdeki degisimler neticesinde taze
agirlikta ve klorofil iceriginde azalma engellenememektedir. Stomalarin kapanmasi ayni
zamanda stoma iletkenliginin azalmasina neden olmakta (Munns ve Tester, 2008) ve bu
da kloroplastlara giren CO2 miktarini sinirlandirmaktadir (Degl’Innocenti ve dig., 2009)

Bu durumda fotosentez orani da azalmaktadir.

Bu c¢aligmada tuz stresine maruz kalan fidelerde, Hoagland soliisyonunda yetistirilen
fidelerle kiyaslandiginda klorofil oraninin 3 kati kadar azalmasi, tuz stresinin senesensi
hizlandirdigin1 ortaya koymustur. Bu sonuglar, senesens sirasinda klorofil kaybinin
gerceklestigini ifade eden literatiir bilgileri ile uyumluluk gdstermistir (Saglam-Cag,
2007; Saglam-Cag ve Okatan, 2014; Wen ve dig., 2015).

Stres kosulundaki fidelere uygulanan eBL, artan ABA ile birlikte sinergistik olarak
stomalarin kapanmasinda, cevresel streslere yanit olusturmakta rol oynamaktadir
(Haubrick ve dig., 2006; Kagale ve dig., 2007, Acharya ve Assmann, 2009). Bu
calismada uygulanan eBL nin de bu sekilde 1iyilestirici bir katki yaptig
diisiiniilmektedir. Benzer bir ¢alismada, tuz stresi altinda yetistirilen patlican (Solanum
melongena L.) fidelerine ekzogen olarak 24-epibrassinolid uygulanmis ve etkileri
arastirtlmistir. Calismanin sonucunda, 6zellikle 100 mM konsantrasyonda tuz stresinin
neden oldugu, biiyliimenin baskilanmasi carpici bir bigimde eBL uygulamasi sonucu

hafiflemistir (Wu ve dig., 2012).

Tuz icermeyen Hoagland soliisyonunda yetisen fidelere kiyasla eBL uygulamasi ise
beklenenin aksine biiylimeyi hem morfolojik olarak hem de taze agirlik cinsinden
engelleyici etki gostermistir. Hoagland soliisyonunda yetistirilen ve eBL uygulanan
fideler ilk 35 giin de biiyiime ve gelismeyi tesvik ederken, 35. gunden itibaren hasat
tarihi olan 45. giine kadar biliylimeyi yavaglatmis, bu siirecte taze agirhigin %21
azalmasina neden olmustur. Bu ilgi ¢ekici sonug, ayni fidelerde total klorofil miktarinda
%34, total protein igeriginde %36 oraninda azalma ile desteklenmistir. Saglam-Cag

(2007), kesik bugday da yaptig1 bir ¢alismada yiiksek konsantrasyon eBL nin (10> M)
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senesensi kisa siirede tesvik ettigini, ilerleyen zamanda 10° M eBL nin de senesensi
tesvik ettigini ortaya koymustur. Goren-Saglam (2013) da, 10° M eBL nin kesik
salatalik kotiledonlarinda klorofil igerigini diisiirdiigiinii saptamistir. Tiim bu bulgular,
bu arastirmada elde edilen bulgular ile uyum saglamistir. Bu ¢alismada, tuz icermeyen
Hoagland+eBL serilerinde yetisen bu fidelerde gelisimin yavaslamasinin yanisira
klorofil kaybiyla birlikte senesensin hizlanmasinin, oksin varliginda senesensin
hizlanmasi ile iligskili oldugu diisiiniilmiistiir. Tuz stresinde azalan oksine ragmen
senesensin hizlanma nedeni ise stres kosulunda ABA ve etilen gibi hormonlarin artisi
(Finkelstein, 2013; Tattersal ve dig., 2007) ve stres kosulunun yarattigi fotosentetik
azalma seklinde yorumlanmustir. Nitekim Saglam ve Okatan (1990), senesense neden
olan sinyalin oksin ya da oksin yapisinda bir madde oldugunu savunmus, bu konu
lizerine yaptig1 diger bir calismada, ©14 IAA nin tasmmasmi engellemis ve bu
organlarda senesensin geciktigini tespit etmistir (Saglam-Cag ve Okatan, 2014). Daha
sonra, Cingil-Baris ve Saglam-Cag (2016), yaptiklar1 bir ¢alismada kotiledon senesensi
lizerine 10° M eBL nin oksin ile birlikte etki ederek senesensi hizlandirdigini ancak
oksin tasinmasinin TIBA ile engellenmesi durumunda eBL nin senesensi geciktirdigini
tespit etmistir. Ayrica brassinosteroid uygulamasimin oksin taginmasini tesvik ettigini
ortaya koyan sonuglar da (Li ve dig., 2005) bu konunun aydinlatilmasi agisindan
onemlidir. Diger yandan stres kosulunda, brassinosteroid ve oksin etkilesiminin, bitki
dayanikliliginda rol oynadigini ifade eden ¢aligmalar da mevcuttur (Choudhary ve dig.,
2010; 2011).

BR uygulamasinin, oksin taginmasimi tesvik ettigi bilinmektedir (Li ve dig., 2005;
Chung ve dig., 2011). Bu durum eBL uygulanan fidelerin 35. giine kadar biylmeyi
tesvik etmesini agiklayabilmektedir. Bitki gelisiminin yavaslamasi ve senesensin
hizlanmasinin 35. giinden sonra meydana gelme nedeni ise, o giinlerde ikinci bir oksin
reseptOriinlin olugsma (Saglam-Cag, 1997) ihtimaline baglanmistir. Bunun nedeni, oksin

varliginda senesensin hizlanmasi seklinde agiklanmustir.

Tuz stresinde organel duzeyindeki en belirgin degisiklik kloroplastlarda meydana
gelmektedir (Koyro, 2002). Artan Na*, PSI’nin reaksiyon merkezinde yer alan D1
proteininin degredasyonuna neden olmaktadir. NaCl’nin tilakoid membranda asil
hedefinin PSII oldugu bildirilmistir (Ferroni ve dig., 2007). Ayrica, stres kosulunda

Klorofillaz enzim aktivitesinin arttig1, klorofilin klorofillid ve fitole yikildig1 ve
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karotenoid miktarinda da indirgenme oldugu ifade edilmistir (Culha ve Cakirlar, 2011;
Yildiztekin, 2012). Yapilan bu ¢alismadan elde edilen bulgular da, tuz stresine maruz
kalan fidelerdeki klorofil igerikleri, strese maruz birakilmayan fidelerdeki klorofil
icerigi ile kiyaslandiginda, stresin 3 kat1 kadar bir diisiis meydana getirdigi saptanmus,
bu sonuclar yukarida bahis konusu olan literatiir bilgileri ile paralellik géstermistir. Tuz
stresine maruz kaldiklarinda klorofil igerikleri azalan bu fidelere eBL uygulanmasi
klorofil igerigini %74 oraninda artirmistir. Nitekim brassinosteroid uygulanan fidelerde
klorofil icerigini artirdigini ifade eden calismalar da mevcuttur (Wu ve dig., 2012;
Gokdogan ve Biirlin, 2015). Bu sonug stres kosulunda artan ABA ile uygulanan eBL nin
birlikte, bitkinin stomalarini kapatarak strese karsi daha dayanikli hale geldigi seklinde
yorumlanmugtir. Ayrica eBL nin gibberellin biyosentezini ve sinyalizasyonunu pozitif
yonde etkiledigi bildirilmistir (Hu ve dig., 2011). Tuz stresi uygulanmayan fidelere eBL
uygulanmasi ise beklenenin aksine klorofil igeriginde %34 azalmaya neden olmus, bu
sonuclar da yukarida bahsi gectigi sekilde, oksin varliginda senesensi hizlandirdigi

seklinde yorumlanmastir.

NaCl, stomalarin kapanmasini tesvik etmekle birlikte, kloroplast tilakoidlerinde yer alan
proteinlerin yapisinda da degisimlere neden olarak, elektron transport aktivitesini
etkilemektedir. Stres faktoriiniin dolayli yolla olusturdugu yapisal bozulmalardan birisi
de protein miktarini etkileyen degeneratif olaylardir. Bitkiler abiyotik strese maruz
kaldiklar1 andan itibaren, bu faktorle basa cikabilmek icin stres ile ilgili genlerin
anlatimin1 baglatarak stres ile ilgili proteinleri liretmektedir (Sairam ve Tyagi, 2004;
Henle ve dig., 1998; Holmberg ve dig., 1998). Bu proteinler oksin biyosentezinde
primer molekil olan triptofandan yoksun proteinlerdir. Sitoplazmada mevcut olan bu
proteinler, stres kosulu boyunca hiicresel yapilar1 korumaktadir. Bunlardan biri olan lea
genleri tarafindan anlatilan LEA proteinleri, hiicresel membran ve protein yapisini ve
bilesenlerini korumada olduk¢a etkilidir (Yildiz ve dig., 2010). Ancak tuz stresi
kosulunun uzamasi, bitki direnci giderek zayiflamakta ve degeneratif olaylar
hizlanmaktadir. Bu arastirmada Hoagland+150 mM NaCl (tuz) solisyonunda
yetistirilmek kosuluyla tuz stresine maruz birakilan 1spanak fidelerine ait total protein
miktarlarinda olusan farklar, istatiksel olarak incelendiginde gruplar arasinda onemli
farklar tespit edilmistir (p<0,05). Tuz stresine maruz kalan fidelerin total protein

iceriklerinde, Hoagland soliisyonunda yetisen fidelerin protein igeriklerine gore 3 kati
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kadar azalma saptanmistir (Sekil 4.5). Bu durum tuz stresine maruz kalan fidelerin
biliylimesinde meydana gelen yavaglamanin nedenini agiklar niteliktedir. Diger yandan
stres kosulunda gelisen bu fidelere eBL uygulamasi ise, bu fidelerdeki protein
iceriginde %43 oraninda artig saglamistir. Ayrica, Talaat ve Shawsky (2012) da tuz
stresine maruz biraktiklar1 bugday fidelerine eBL uygulamig, karbon ve azot
metabolizmalarini artirarak tuzlu kosullar altinda yiiksek verim elde ettikleri bitkiler

yetistirmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada oksinin, Arabidopsis bitkisinde BR nin biyosentezi icin sinyal
gorevi gordiigii ifade edilmistir (Vert ve dig., 2008). Oksin konsantrasyonunun diisiik
oldugu tuz konsantrasyonunda bir yandan biiyiimeyi tesvik eden brassinosteroidin
biyosentezinin yetersiz oldugu, diger yandan ABA ve etilen gibi inhibe edicilerin artist
g6z Oniine alinirsa, tuz konsantrasyonunda yetisen fidelerin protein miktarindaki
inhibisyonun nedeni asikardir. Hoagland+eBL soliisyonunda yetisen fidelerde yine
klorofil azalmasina benzer sekilde, %36 oraninda bir diisiis gdzlenmistir (Sekil 4.5). Bu
da yine oksin varliginda eBL nin senesensi tesvik etmesi ve proteinlerin yikilmasi

seklinde yorumlanmastir.

Peroksidaz (POD), bir¢ok organizmada reaktif oksijen tiirevlerine (ROT) Kkarsi
gerceklestirilen savunmada Onemli role sahip oldugu disiiniilen enzimatik
antioksidanlardandir. ROT, bitkinin normal gelisim siireci boyunca sentezlenmekte
ancak detoksifikasyon mekanizmasi sayesinde aralarinda kurulan denge ile bu tiirevler
zararli etki olusturmamaktadir (Levitt, 1972). Hiicrelerde bilinen baslica ROT’lar
singlet oksijen (10.), superoksit anyonu (O2" ), hidrojen peroksit (H202 ) ve hidroksil
radikali (OH" ) olup normal kosullarda hiicredeki diizeyleri siirekli denge halindedir.
Stres altindaki bitkilerde ROT {iretiminin artig1 lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin
oksidasyonuna, niikleik asit hasarina, enzim inhibisyonuna, programli hucre olimu
(apoptozis) aktivasyonuna ve senesense kadar bir¢cok degeneratif surece yol acabilir
(Smirnoff, 1993; Sgherry ve dig., 1996; Bray, 1997). Cevresel stres faktorlerinin
(tuzluluk, kuraklik, yiiksek veya diisiik sicaklik, UV, ozon gibi) etkisi altinda
antioksidan sistemlerin aktiviteleri azalmakta ve bu kosullar ROT’larin sentezlenmesini

tesvik ederek birikimine neden olmaktadir (Breusegem ve dig., 2001).



51

POD, katalaza kiyasla daha yiiksek bir affiniteye sahiptir. Bu arastirmada kullanilan
ispanak fidelerinin farkli soliisyonlarda gelismekte olan govdelerine, 10° M eBL
uygulanmasi yapilmis ve POD aktivitesi saptanmistir. Hoagland+150 mM NacCl (tuz)
soliisyonunda yetistirilmek kosuluyla tuz stresine maruz birakilan 1spanak fidelerine ait
gOvdelerde POD aktivitesinde olusan farklar, istatiksel olarak incelendiginde gruplar
arasinda onemli farklar tespit edilmistir (p<0,05). Tuz stresine maruz kalan fidelerin
POD aktiviteleri ile Hoagland soliisyonunda yetisen fidelerin POD aktiviteleri
kiyaslandiginda 5 kati1 kadar artis saptanmistir (Sekil 4.6). Elde edilen bu hizli artisin
birgok arastiricinin elde ettigi bulgular ile paralellik sagladigi goriilmiistiir. Nitekim
Ceratopyhllum demersum L. (tilki kuyrugu), Brassica juncea L. Czern. (hardal),
Triticum aestivum L. (bugday), Vigna mungo L. (siyah mercimek) ve Phaseolus
vulgaris L. (fasulye) gibi bir¢ok bitkide stres kosullari altinda POD enzim aktivitesinde
ve gen anlatiminda hizli artiglar oldugu gozlenmis ve bu artislarin stres savunmasiyla
iligkili oldugu ileri siiriilmistiir (Beauchamp ve Fridovich, 1971; Mobin ve Khan, 2007;
Singh ve dig.,, 2008). Diger yandan stres kosulunda gelisen bu fidelere eBL
uygulamasinin ise, bu fidelerdeki POD aktivitesinde yaklasik olarak 1,7 kat diisiise
neden oldugu saptanmistir. Oksidatif strese karsi bitkileri korumada gorev alan bu
enzim aktivitesinin eBL uygulamasi ile indirgenmesi, eBL nin stresin olumsuz etkisini
hafifletici yonde oldugunun bir gostergesidir. Tuz stresi uygulanmayan fidelere eBL
uygulanmasinin yine beklenenin aksine 3 kat artig1 gelisimin yavaslamasi ve senesensin
hizlanmasi seklinde yorumlanmistir. Ispanak fidelerine uygulanan bu seride elde edilen
POD aktivitesi sonuglart 1ile senesens geciren organlarda hizlanan katabolik
reaksiyonlarin artisina paralel olarak POD aktivitesinde saptanan artis (He ve dig.,
1996; Kanazawa ve dig., 2000; Saglam-Cag, 2004) uyum gostermekte, bazi
arastiricilarin bulgular ile de celismektedir (Palavan-Unsal ve dig., 2004). Bu sonuglar,
eBL nin POD aktivitesi ile klorofil ve protein igerileri arasinda negatif bir korelasyon
oldugunu ve POD aktivitesindeki artisin klorofil ve protein igerigindeki diisiis oranina

gore daha fazla oldugunu ortaya koymustur.

Slperoksit dismutaz (SOD), slperoksit radikalinin detoksifikasyonundan sorumlu
enzimdir. Gossett ve dig., (1994) SOD’un, siiperoksitin (O2.") en 6nemli Ggiitliciisii
oldugunu ve bu enzimatik aktivitenin, H2O> olusumuyla sonuglandigini ifade etmistir.

Brassinosteroidlerin, stres altinda yetisen bitkilere koruma saglamak i¢in antioksidatif
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enzimlerin superoksit dismutaz, guaiacol peroksidaz, askorbat peroksidaz, katalaz ve
glutatyon rediiktaz aktivitelerini diizenledigi bildirilmistir (Hayat ve dig., 2007).
Tuzluluga maruz kalan bitkilerde antioksidan enzimlerin aktivitesi artma egilimindedir
(Demiral ve Tilrkan, 2005; Hakeem, ve dig., 2012; Kannan ve dig., 2013). Antioksidan
enzimlerin fazla sentezlenmesi ¢ogu bitkide tuz tolerans mekanizmasinin bir bilesenidir
(Ashraf, 2009). Tuz stresi altinda yetistirilen Zea mays (muisir) fidelerinde yapilan bir
calisma, 28-homoBL in, antioksidan enzimlerden biri olan stperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini artirarak ve lipid peroksidasyonu azaltarak tuzluluk stresini iyilestirici etki
gosterdigini ifade etmistir (Arora ve dig., 2007). Yine benzer sekilde tuza tolerant ve
duyarl bezelye ¢esitlerinde enzim 6l¢iimleri yapan Hernandez ve dig. (1995), tolerant
bezelye cesidinde Mn-SOD aktivitesinde artis oldugunu belirlemis, Cu-Zn-SOD
aktivitelerinin degismedigini, duyarl bezelye ¢esidinde ise bu enzimlerin aktivitesinde
azalma goriildiigiinii kaydetmislerdir. Nitekim yapilan bu calismada da SOD
aktivitesinin eBL uygulamas tarafindan %56 oraninda artirilarak stresi hafifletici etki
gosterdigi saptanmis ve Arora ve dig., (2007), bulgular ile paralellik gdstermistir. Oysa
tuz stresine maruz kalan fidelerin SOD aktivitesi strese maruz kalmayan fidelere
nazaran sadece %10 oraninda bir artisa neden olmustur. Diger yandan hiyar bitkisinde
tuz stresi altinda antioksidatif enzim aktivitelerindeki degisim inceleyen Lechno ve dig.
(1997), katalaz (CAT) enzim aktivitesinin tuz uygulamasiyla birlikte arttigini, SOD
aktivitesinde ise herhangi bir farkliligin ortaya ¢ikmadigini belirtmislerdir. Arastiricilar,
tuz stresi konusunda serbest oksijen radikallerinin etkisi ve degisimi ile ilgili bir¢cok
bulgunun elde edilmis oldugunu, ancak bu sonuclar arasinda tutarlilik bulunmadigini,
denemelerde farkli bitki yaslarinin kullanilmasi ve denemelerin kurulus sekillerinin
bunun {izerinde etkili olabilecegini bildirmektedirler. Diger yandan, tuz stresine benzer
bir oksidatif zararlanmaya neden olan kuraklik stresi iizerinde calisan Dhindsa ve
Mathowe (1981); SOD ve katalaz enzimlerinin aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu
diizeyinin siirlanmasi arasinda ¢ok iyi bir pozitif etkilesim oldugunu belirlemislerdir.
Nitekim baz1 ¢aligmalarda CAT ve SOD enzimlerinin bugdayda tuzluluk toleransi ile
iligkili oldugu, tuz ile SOD aktivitesinin artis gosterdigi (Sairam ve dig., 2005; Koca ve
dig., 2006; Mandhania ve dig., 2006) vurgulanirken, arpada yapilan baska bir
calismada, antioksidan enzim aktivitesinin tuz toleransiyla iligkili olmadig: ifade edildi

(Maksimovic ve dig., 2013).
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Tuz stresi daha 6nce de deginildigi gibi oksidatif strese neden olmakta ve oksidatif stres
sonucu ortaya ¢ikan ROT’lar membran permeabilitesinde de degisimlere yol agmaktadir
(Sharma ve dig., 2012). Bu arastirmada tuz stresinin, 1spanak gdvde hcrelerinin
membraninda hasara yol a¢tigr goriilmiistiir. Elektriksel iletkenlikte %17 lik artis,
bitkilerin stres altinda oldugunun ve canlilik kaybinin bir gostergesidir (Sekil 4.8).
Yapilan bir¢cok c¢alismada bitkiler tuz stresine maruz birakilmis ve membran
permeabilitesinin bozuldugu saptanmistir (EI-Tayeb, 2005; Fu ve ark., 2013; Akcay ve
Esitken, 2016).

Yapilan bu c¢alismada, tuz stresine maruz kalan ispanak fidelerinin govdelerine eBL
uygulamasinin ise bu fidelerin membran gegirgenliginde %6 lik bir diisiise neden
oldugu gosterilmistir. Boylece bu fidelerde tuzluluk nedeniyle meydana gelen iyonik
dengesizligin, eBL sayesinde bitki tarafindan tolere edildigi saptanmistir. Elde ettigimiz
bu sonuclar ile Coban (2014) ve Coban ve Baydar (2016) in yaptig1 ¢alismalardan elde
ettigi bulgular benzerlik gostermektedir. Coban, tuz stresi altindaki naneye (Mentha
piperita L.) 24-e BL uygulamis, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bitkinin tuza karsi
direncini artirarak bitki oliimlerinin engellendigini, membran gegirgenligini azaltarak
bitkinin stresten olumsuz yonde etkilenmesinin Oniine gecildigini, oksidatif stresin
etkilerinin azaldigin1 saptamistir. Ayrica Sadeghi ve Shekafandeh (2014) de Eriobotrya
japonica da yaptig1 bir ¢alismada membran gegirgenligini incelemis ve eBL nin tuz

etkilerini iyilestirici etkiye sahip oldugunu ifade etmistir.

Membran yapisinin bozulmasi, buna bagl olarak iyon gradientinin bozulmasi ve ATP-
H* pompasinin islevini yerine tam olarak getiremedigi seklinde yorumlanmustir.
Boylece fotosentez ve solunum olaylar i¢in gerekli olan ATP nin eldesi yavas yavas
azalmakta ve uzun siireli stres kosulunda siire¢ hiicresel 6liimle sonuglanmaktadir. Bu
sonuglar1 destekleyen bulgular da mevcuttur (Hedrich and Schroeder, 1989; Wimmers
ve dig., 1990; Liu ve dig., 1994).

Hoagland+eBL soliisyonunda yetisen fidelerin gegirgenligindeki %12 lik artis ise
senesens slrecinin hizlanmasina baglanmistir. ABA tuz stresi esnasinda stomalarin
kapanmasinda etkili bir rol oynamaktadir (Zhu, 2002). Stres kosulunda sentezi artan
ABA hiicreler arasi bosluga gegmekte, buradan transpirasyon yolu ile stoma hicrelerine

ulasmakta ve burada hiicre membraninin permeabilitesini yani gecirgenligini
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artirmaktadir. Stres kosulunda ortama sizan pigmentlerin, sekerlerin ve elektrolitlerin

giderek arttig1 gézlenmistir (Suttle ve Kende, 1978).

Stres altindaki 1spanak bitkilerinin gévdelerinde artan membran permeabilitesinin bir
sonucu olarak azalma gosteren klorofil ve protein igerikleri arasinda negatif bir
korelasyon mevcuttur. Son yillarda oldukca yogun ¢alisilan ve bitki hormonlar1 grubuna
dahil olan brassinosteroidlerin aktif formu olan eBL nin; tuz stresi kosulunda
gerceklestirilen bu c¢alismada klorofil ve protein igerigini artirarak; peroksidaz
aktivitesini azaltarak, membran biitiinliigiinii saglayarak bitkinin stres kosuluna direnme
giiclinii artirdig1 ortaya konmus, ayn1 zamanda konu ile ilgili aydinlatici bilgiler 1s181inda

eBL nin senesensi ancak IAA ile beraber tesvik ettigi de vurgulanmistir.

Sonug olarak, bitkiler yapilar1 geregi yasami boyunca biiylime ve gelismelerini olumsuz
yonde etkileyecek birgok stres faktorii ile kars1 karsiya kalmaktadir. Tuz stresi, osmotik
etkisi ile kullanilabilir su igerigini kisitlayan, iyonik etkisi ile de iyon igeriginin toksik
diizeye ulagmasina sebep olan kompleks bir abiyotik strestir. Bu stres faktori, bitkilerde
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal hasarlar olusturmakta, riin verimini olumsuz
yonde etkileyebilmektedir. Bitkiler bu olumsuz etkileri indirgemek ya da engellemek
amactyla her ne kadar molekiiler savunma mekanizmalarina sahip olsalar da, stres
kosulu biiyiime ve gelismeyr olumsuz etkilerken bitki organlarinin yasantisin
yitirmesine neden olmaktadir. Bu nedenle stresle iligkili mekanizmalarin aydinlatilmasi
ve toleransh tiir ve cesitlerin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu g¢alismada, gida
maddesi olarak siirekli tiiketilen 1spanak fidesinde stres kosullarinda olusan molekiiler
ve biyokimyasal olaylara deginilmis ve strese karsi verilen tepkiler agiklanmaya
calistimistir.  Elde edilen sonuglar, steroid yapida bir bitki hormonu olan
brassinosteroidlerin en aktif formu olan eBL nin, tuz stresi kosulunun olumsuz etkilerini

hafiflettigini gostermistir.
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