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OZET

BiTKi HASTALIKLARININ TESPITI iCIN KALSIYUM SECiCi SENSORLERIN
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Mustafa NiGDE

Biyomihendislik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. ibrahim ISILDAK
Es Danisman: Yrd. Dog. Dr. Unal SENEL

Bitkilerde olumsuz gcevre kosullari ve gesitli organizmalara bagli olarak ortaya ¢ikan stres,
her yil blyldk miktarda Urinin kaybedilmesine sebep olmaktadir. Bu durum, bitki
hastaliklarinin erken tespit edilerek gerekli tedbirlerin zamaninda alinmasini zaruri hale
getirmektedir. Bu ¢alismada, bitkilerin stres faktorlerine verdigi yanitlar ve bu yanitlarin
ardindaki olaylar birbirleriyle iliskili olarak incelenmistir.

Deneysel calismalarda grafit, sertlestirici ve epoksi karisimi ile kaplanan ince bakir
tellerin membran ¢o6zeltisine daldirilmasiyla kalsiyum segici sensorler elde edilmistir.
Birer adet kalsiyum secici elektrot ve referans elektrot, kaktis govdesinde ksilemle iliskili
olacak sekilde yerlestirilmistir. Bu sensorler, ayni kosullarda tutulmakta olan bitkilerde
soguk soku veya yiliksek konsantrasyonda NaCl ¢ozeltisi kullanilarak ortaya cikarilan
stresin potansiyometrik yontemle tespit edilmesinde kullanilmistir. Bitkilerin
ksilemlerindeki kalsiyum seviyeleri 27-50 saat boyunca siirekli olarak potansiyometre
araciligi ile takip edilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen verilere gore, kalsiyum secici sensorler ksilemde strese
bagh olarak meydana geldigi degerlendirilen kalsiyum degisimlerini tespit etmistir.
Bununla birlikte, potansiyometrik yontemin ve kalsiyum secici sensérlerin bu amacla en

Xi



uygun sekilde nasil kullanilabilecegine dair yeni ¢alismalar yapilmasi gerekliligi
anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler: kalsiyum secici sensorler, potansiyometri, biyotik stres, abiyotik
stres
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USE OF CALCIUM SELECTIVE SENSORS TO DETECT
PLANT DISEASES

Mustafa NiGDE

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. ibrahim ISILDAK
Co-Adviser: Yrd. Dog. Dr. Unal SENEL

Stress emerges in relation to unfavorable environmental conditions or various
organisms causes huge amounts of product loss every year. This situation makes
obligatory to take necessary measures in time by detecting plant diseases early on. In
this study, plant responses to stress factors and events leading to these responses are
reviewed in tandem.

During experimental studies, thin copper wires coated by graphite, plasticizer, and
epoxy mixture were dipped into the membrane solution to obtain calcium-selective
sensors. Calcium and reference electrodes, one for each, were inserted into the body of
a cactus to be associated with xylem. These sensors were used to detect stress caused
by either cold shock or high concentration NaCl solution by utilizing potentiometric
method. Calcium levels of plants’ xylem were monitored for 27-50 hours continously via
a potentiometer.

According to the results obtained in the study, calcium-selective sensors detected the
changes in calcium levels which are considered to occur due to stress. However, it is also
revealed the necessity for new studies on how to make best use of potentiometric
method and calcium-selective sensors.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Bitkiler; bocekler, cesitli patojenler ya da cevresel kosullar nedeniyle strese ve cesitli
hastaliklara maruz kalmakta ve bu nedenle her yil tarim ve ormancilik enddstrilerinde
blyik miktarlarda ekonomik kayip yasanmaktadir. Zararlilara ve uygun olmayan cevre
kosullarina karsi miicadele etmek igin diinya genelinde blyik meblaglar harcanarak
cesitli calismalar gerceklestiriimekte ve Urin kayiplarinin minimumda tutulmasina
calisiilmaktadir. S6z konusu ¢evresel etkenler ve biyolojik zararlilarin sebebiyet verdikleri
kayiplara karsi micadelenin ekonomik ve ekolojik acidan en uygun ydntemlerle
verilmesi, gerek sirdurilebilirligin saglanmasi, gerek zararin baslangic asamasindan

itibaren engellenmesi ve sinirlandirilabilmesi icin gereklidir [1].

GUnumuzde bitki hastaliklarinin tespitine yonelik olarak laboratuvar analizleri ve
makroskopik incelemeler yoluyla bilgi edinilmektedir. Ancak makroskopik diizeyde
belirti gosteren bir bitkinin zaten stres etmeninden 6nemli oranda etkilenmis oldugu ve
laboratuvar ¢alismalarinin da zaman alicihgl géz ontinde bulundurulmalidir. Bu amagla,
teknolojinin gelisimine paralel olarak daha etkin ve daha karmasik bitki koruma ve takip
yontemlerinin gelistiriimesine calisiilmaktadir. Enfekte bitki materyalleri veya sus bitkileri
gibi aracilar Gzerinde tasinan patojenler de genis alanlar etkileyebilmektedir. Bu tir
bitkilerin cogu durumda enfeksiyon farkedilmeden kitlesel dagitimlarinin gerceklesmesi
patojenleri daha farkli ortamlara da yayarak biyiik zararlara neden olabilmektedir. Bu

patojenlere verilen yanit bitkide biyotik stres belirtilerinin ortaya ¢cikmasina neden olur



ve baslangic asamasi itibariyle abiyotik stres ile hemen hemen ayni yollarla sinyal iletimi

saglanir.

Kalsiyum iyonu (Ca?*), bitki gelisimi icin 6nemli bir mineraldir. Bitki hiicre duvari ve
membranlarinda yapisal eleman olarak bulunur, hiicre ici organik ya da inorganik
anyonlarin karsi katyonu olarak gorev alir ve bitkilerdeki en dnemli sekonder mesajcidir.
Ca?* kokler tarafindan alindiktan sonra ksilem araciligi ile strgtinlere dogru tasinir.
Koklerden ksileme gecisi ise hiicreler arasi bosluklar (apoplast) veya plasmodesmata
aracihg ile baglantili hiicrelerin sitoplazmalari (simplast) yoluyla gerceklestirilir. Fazla
katyon birikiminin o6nlne gecilmesi ve kokteki hcrelerin sitozolik kalsiyum
konsantrasyonlarini ([Ca?*]¢t) kullanarak sinyal iletimi saglayabilmesi icin Ca?* iyonunun
ksileme aktariminin kontrolli olarak gergeklestiriimesi gerekir. Kalsiyumun bitki

hlcrelerine girisi ise plazma membranlarindaki iyon kanallari araciligi ile olmaktadir.

Ca?* fazla miktarlarda bulundugunda hucre icin toksik etki gésterebileceginden, Ca?*-
ATPazlar ya da H*/Ca?* antiporterleri tarafindan stimile edilmemis hiicrelerdeki [Ca%*]cyt
miktari mikromolar alti seviyelerinde tutulmaktadir. S6z konusu yollarla [Ca?*]¢t iyonlari
apoplasta veya endoplazmik retikulum (ER) ve vakuoller gibi hiicre ici organellere
gonderilir. ER, tonoplast veya plazma membranindaki katyon kanallarindan hiicreye hizh
Ca?* akisl, [Ca%*]c,t miktarinda dalgalanmalara sebep olur. Bu konsantrasyon degisimi,
biyotik ve abiyotik strese karsi yanitlari da iceren c¢ok cesitli hiicresel yanitlari baslatir.
[Ca?*]¢yt degisimleri, Ca?* iyonlarina baglanarak konformasyonu veya katalitik aktivitesi
degisen kalmodulin (CaM), kalsinorin B benzeri proteinler (CBL) ve kalsiyuma bagimli
protein kinazlar (CDPK) gibi proteinler aracihg ile algilanir ve sinyal iletimi strdaralir.
Bitkilerde kalsiyumun roli ile alakali galismalarin hatiri sayilir bir kismi, kalsiyum sinyal

ve cevap aglarinin ve bu aglarin spesifikliginin anlasiimasi igin strdirilmektedir.

Bitki stresinin ve patojenlerin sebebiyet verdigi hastaliklarin tespiti icin cesitli yontemler
kullanilmaktadir. Hastalik ve stresin tespiti genellikle belirtiler ortaya ciktiktan sonra
veya hastalik belli bir asamadayken yapilabilmektedir. Hastaliga neden olan faktoriin
tespit ve tanimlanmasi icin PCR gibi yontemler kullanim alani bulmustur. Ayrica gaz
kromatografisi gibi cesitli analitik yontemler, ortaya c¢ikan ugucu maddelerin ve

dolayisiyla bir hastalik durumunun tespitini hassas bir sekilde yapabilmektedir. Son



yillarda giderek artan bir sekilde kullanima sunulan biyosensérler aracihgi ile hizli ve
hassas hastalik tespiti ve patojen tanimlama sistemleri, sahip oldugu pek ¢ok avantaj
sayesinde gelecekte geleneksel sistemlerin yerini almaya aday goriinmektedir.
Potansiyometrik yontem ile kullanilacak daha basit sensérler ise, patojen ya da stres tipi
tanimlamadan, cok erken safhada bu faktorlerin bitkide hastalik veya stres meydana

getirip getirmedigini tespit edebilir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, mikro boyutta biitliinlyle kati hal kompozit kalsiyum secici elektrotlar
gelistirilecek ve bu elektrotlar abiyotik stres faktorlerine maruz birakilan bitkilerin
govdelerine ksilem ile baglantili olacak sekilde yerlestirilerek, strese maruz kalmadan
dnce ve sonraki Ca%* konsantrasyonundaki degisimler potansiyometrik yontemle gercek
zamanli olarak takip edilecektir. Calismanin amaci, bu yéntemle bitkilerde hastalik ve
stres durumlarinin erkenden tespit edilebilirligini gérmektir. Basarili olunmasi halinde,
mevcut yontemlere ek ve alternatif olarak yeni bir genel tarama yontemi onerilmis

olacaktir.

1.3 Hipotez

Kalsiyum iyonu bitkinin savunma yanitlarinda aracilik eden ¢ok dnemli bir sekonder
mesajcidir. Asiri sicak veya soguk, tuzluluk, kuraklik, yaralanma, patojen istilasi gibi
durumlarda cok kisa bir reaksiyon siiresi icinde bitki hiicrelerinin sitozoli icerisine gorece
blylk miktarlarda kalsiyum akisi olmaktadir. Kalsiyumun kékten alindiktan sonra bitki
hicrelerine dogru tasinimina ksilem aracilik eder. Bu durumda, ayni kosullarda bulunan
bitkilerde ksilemden hiicrelerarasi bolgeye ve oradan da hiicre icine dogru gerceklesen
kalsiyum akisi, biyotik veya abiyotik stresin varliginda hizlanarak ksilemdeki kalsiyum
konsantrasyonunun degismesi seklinde kendini gosterecektir. Ksilemle baglantili olacak
sekilde bitki govdesine yerlestirilecek bir kalsiyum secici sensorle bu degisim tespit

edilebilir.



BOLUM 2

BITKILER iCiIN KALSIYUMUN ONEMI

Kalsiyum, bitkilerin blylime ve gelisiminde, o6zellikle farkli koordinasyon baglari
olusturma ve boylelikle proteinler, organik asitler ve membranlarla kolaylikla etkilesim
saglama yetenegiyle dnemli rol oynar. Hiicre duvari ve membranlarda kalsiyum pektat
formunda yapisal olarak gorev alir ve hiicrelerin bir arada tutunmasini saglar. Hicre ici
mikrotubdllerin olusumunda goérev alir. Vakuoldeki organik ve inorganik anyonlar igin bir
karsi katyon olarak Ca?* iyonu gereklidir. K6k ve sirgiin uglarinin blyime ve
gelismesinde 6nemlidir. Polen tiipu gelisimi ve uzamasi icin gereklidir. [CaZ*]yt hiicre igi
mesajci olarak dnemli fonksiyonlar icra eder ve besin alimi veya biyotik/abiyotik stres
gibi hiicre disi ve/veya c¢evresel uyaranlara karsi bircok hiicresel cevabin
koordinasyonunu saglar. Arabidopsis bitkisi lizerinde yapilan bir calismada, erken stres
cevap genleri de dahil olmak Uzere en az 230 genin Ca?* ile iliskili oldugu ortaya
konmustur [2]. Bu béliimde, kalsiyumun bitkiler icin makro ve mikro boyuttaki dnemi ve

gorevleri tartisilacaktir.

2.1 Bitki Gelisiminde Kalsiyumun Onemi

Kalsiyum, bitkilerin iyi bir sekilde gelismesi ve yapisal olarak gliclii olmasi icin gereklidir.
Suda ¢oziinen kalsiyum bilesikleri bitki tarafindan daha iyi bir sekilde alinabilir ve bu
durumda kalsiyum vyetersizligi daha az goriliur. Kalsiyum hiicre duvarinda pektin
polisakkarit matriks ile capraz baglar olusturarak yapinin rijitligini saglar. Bitkinin hizh
bliiyime doneminde, cicek ve meyve gibi yapilara destek olan kisimlarin yapisal

birlikteligi ve glcl, ayrica meyvenin kalitesi bitkinin ulasabildigi kalsiyum miktariyla
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dogrudan iliskilidir. Kalsiyumun yeterli olmamasi, hiicre bitlnligliniin bozulmasina ve
dolayisiyla hiicre igi yapilarin, nihayetinde hiicre ve dokularin kaybina kadar varan

problemlere yol acar [3].

Bitkilerde kalsiyum yetersizligi zayif kok gelisimi, cicek burnu ¢lrikligu, yaprak nekrozu
ve kivrilmasi, yetersiz meyve gelisimi gibi bir dizi probleme sebebiyet verir. Ayrica,
yapilan bazi calismalarda bitkiye Ca%* iyonunun diizenli olarak uygulanmasinin stres ve
hastaliklara karsi direnci artirdigi gérilmustir. Dolayisiyla, yetersiz Ca?* miktarinin da,
bitkinin stres ve hastalik durumlariyla basa ¢ikmasini zorlastirdigl séylenebilir. Ayrica,
gorece kisa sireli Ca* yoksunlugu, apikal meristem hiicrelerinin 6limine ve bitki
buylimesinin tamamen durmasina neden olabilir. Bitkide biyik miktarlarda Ca®*
bulunmasi da zararlidir. Fazla Ca?* bitki hticreleri icin toksik etki gdsterir. Ayrica

tohumlarda ¢imlenme ve gelisimi olumsuz etkiler.

Bitkilerde, apoplasttaki Ca?* konsantrasyonu mM dizeyinde iken, sitozolde normal
sartlarda mikromolar alti diizeylerdedir. Bu biliyik farka ragmen kalsiyum dizeylerinin
nasil  korundugu, bitkiye alimindan organellere tasinimina kadar kalsiyum

homeostasisinin nasil saglandigl, ilerleyen bolimlerde aciklanacaktir [4].

2.2 Bitkilerde Kalsiyum Taginimi

2.2.1 Hiicre Disi Kalsiyum Tasinimi

Bitkilerde, su ve inorganik maddeleri absorbe eden kdkler ile glines enejisini kimyasal
enerjiye donustiren yapraklar birbirlerinden ayrilmistir. Dolayisiyla, bitkilerin yasamasi
icin bu organlarda gerceklesen fizyolojik olaylarin uyumlu bir sekilde gerceklesmesi
gereklidir. Topraktan su ve inorganik maddelerin absorpsiyonu ile yapraklarda
gerceklesen transpirasyon, karbondioksit absorpsiyonu ve fotosentez gibi faaliyetler
birbirleriyle yakindan iliskili slireclerdir. Bir genelleme yapilacak olursa, mineraller ve su

bitkide yukari dogru hareket ederken, fotosentez tiriinleri de asagi yonli hareket eder.

Mineraller ve suyun yaprak ve sirglinlere dogru hareketi birka¢ farkli doku boyunca

devam eder. Koklerdeki emici tiylerde baslayan bu hareket, trakeidler ve daha sonra



vaskiler sistemin tasiyici elemanlari, ki tamami ksilem olarak adlandirilir, tarafindan su

ve mineraller parankima dokusuna ve hiicreler arasi bosluklara iletilir.

Emici tlyler tarafindan absorbe edilen su ve diger molekiillerin trakeid ve dolayisiyla
ksileme ulasmasi icin kokteki korteks ve endodermisi agsmasi gerekir. Korteksin agiimasi

g farkh yolla gergeklestirilebilir.

e Apoplast. Molekiller hichir membrani gecmez ve higbir hiicreye girmez. Dogrudan

hiicreler arasi bosluklarda hareket ederler.

e Transmembran yol. Molekiiller hiicre membranlari boyunca hareket ederek hiicreden

hiicreye geger.

e Simplast. Molekiller hiicreler arasindaki plasmodesmata adi verilen baglantilar

aracthigiile tasinir.

Hangi yolla olursa olsun, molekdllerin korteksi agsmasinin ardndan endodermisi de
asmalari gerekir. Endodermis, Casparian bandi olarak da adlandirilan ve hiicreler arasi
hareketi durduran bir yapiyt barindiran hicrelerden olusur. Burada su hareketi
durdurulur ve molekiiller endodermis membranlarindan gegmeye zorlanir. Endodermal
hiicrelere giren molekdller buradan trakeid ve dolayisiyla ksilemi olusturan hicrelere

serbestce gecis yapabilirler [5].

Trakeidler uzun, kalin ikincil hiicre duvarlarina sahip 6l hticrelerdir. Hiicre duvarlarinin
son kisimlari konik sekilli ve gozeneksizdir ancak yan duvarlarn pek cok delik icerir.
Fonksiyonel oldukarinda bu delikler su ve minerallerin bir trakeidden digerine gegisine
olanak saglayacak sekilde dizilirler. Trakeidler ayrica bliylik cekme dayanimina sahiptirler

ve boylelikle mekanik olarak da bitkiye destek saglarlar.

Ksilem, trakeide gore capi biraz daha biylik olan tasima hiicreleridir. Anatomik olarak
trakeidlere benzer olmakla birlikte, hiicre duvarlarinin son kisimlari gézeneklidir ve yan
duvarlardaki oyuklar da ¢cok daha karmasiktir. Bu sayede ksilemi olusturan elemanlar ug
uca eklenerek metrelerce uzunlukta damarsi yapilar olusturabilirler. Ksilemdeki sivi, 1-
20 mg/ml kuru madde igerir. Ksilem pH degeri 5.2 ila 6.5 arasinda degisen asidik bir
karakterdedir. Ksilemde su ve mineraller disinda, koklerde sentezlenen azotlu bilesikler,

sekerler, organik asitler ve bitki hormonlari da bulunur. Genellikle, ksilemdeki



maddelerin tasinimi pasif ve enerji harcanmasini gerektirmeyen bir prosestir ve
transpirasyonu itici glic olarak kullanir. Yani diger bir ifadeyle, ksilem boyunca

gerceklesen tasinim transpirasyonla kontrol edilmektedir.

Yapraklarda ortaya ¢ikan fotosentez Urlnlerinin asagl yonli tasinimi floem adi verilen
karmasik bir doku araciligi ile gergeklestirilir. Floem dort hiicre tipinden mitesekkildir:
Parankima hiicreleri, fiberler, kalburlu borulari olusturan hiicreler ve bunlarla baglantih
arkadas hiicreleri. Kalburlu borular trakeidlere benzer uzun ancak canh hicrelerden
olusur ve floemdeki temel tasiyici hiicrelerdir. Bu hiicreler ¢ekirdek veya vakuollere
sahip degildir ve hiicre duvarlarinin ug ve siklikla da da yanal duvarlarinda, kalbur bélgesi
olarak adlandirilan gézenekli bolgeler bulunur. Kalburlu borulari olusturan hiicrelerin
her biri en az bir arkadas hiicresi ile plasmodesmata adi verilen birgok hiicresel baglanti
araciligi ile temas halinde bulunur. Floemde bulunan sivi 50-300 mg/ml kuru madde
oranina sahiptir ve 8 ila 8.4 arasinda degisen bazik karakterli bir pH degerindedir. Toplam
kuru madde miktarinin %80-90 kadari sekerlerden olusur. Azotlu bilesikler, aminoasitler,
organik asitler, inorganik besin maddeleri ve bitki hormonlari da floemde tasinan diger

maddelerdir. Floemdeki tasinim hizi ksileme gore 5 kat daha yavastir [6].

Pek cok bitkide, dokular boyunca uzun mesafeli Ca%* tasiniminin biyik béliminin
apoplastik yollarla oldugu gosterilmistir. Belirli kosullar altinda, apoplastik yollar
bitkilerdeki su tasiniminin da biylk bir bolimini saglamaktadir. Su tasiniminin
transpirasyonla direkt olarak iliskili oldugu géz énine alinirsa, dokulara giden Ca?*
miktarinin ¢ogunlukla transpirasyonla iliskili oldugu soylenebilir. Vakuollere ulasarak
orada depolanan Ca?* nadiren tekrar dolasima sokulur. Bu nedenle, yapraklar gibi
transpirasyonun yogun oldugu bitki organlarinda buyik konsantrasyonlarda Ca?*
bulunur. Kokten sirginlere dogru olan Ca?* akisinin, ileride bahsedilecek sinyal
mekanizmalariyla karismamasi icin iyi bir sekilde diizenlenmesi gerekir. Bununla birlikte,

pek cok diger mekanizma gibi, bitki boyunca su tasinimi da Ca?* iyonlarinin da dahil

oldugu bazi faktorler aracihigi ile diizenlenmektedir [7].

2.2.2 Hiicre i¢i Kalsiyum Tasinimi

Hicresel diizeyde, kalsiyum seviyeleri cok kati olarak tanimlanmis sinirlar icerisinde

tutulur. Yukarida da belirtildigi gibi, makro boyutta Ca?* tasiniminin énemli bir kismi
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apoplasttan ve dolayisiyla transpirasyonla iliskili olarak yapildigi dusuniliirse, Ca?*
dengesinin korunmasi icin gesitli diizenleyici mekanizmalara ihtiya¢ oldugu asikardir.
Normal sartlarda, bitki sirginlerindeki Ca?* miktari, kuru agirhginin %0.1 - %5’i

arasindadir. Sekil x'te, tipik bir bitki hiicresindeki kalsiyum derisimleri gorilmektedir.

i Vakuol il Sitozol [Ca™]; =100 nM S——
Mitokondri
[cah ]r = 80 mM h Ca" flux

[Ca"],=0.2-5mM

- -
----------

[Ca“].=
150nM / 2uM *

Ca“],=15mM
Ca™}, =150 nM

— N

[Ca"];=2mM*
[Ca* ], =0.05-0.5mM",

—

" Kloroplast

Apoplast [Ca*);=~1mM [Ca*],=0.33mM

Sekil 2.1 Tipik bir bitki hiicresi ve apoplast Ca?* konsantrasyonlari. Degerler yaklasik

olarak verilmis olup, dokudan dokuya veya tiirden tiire degisiklik gdsterebilir.

Bitki hiicresinde hiicre duvarina ek olarak vakuol, endoplazmik retikulum, mitokondri ve
kloroplast ana Ca?* depolaridir. Hem sitozol, hem de kendi iclerindeki kalsiyum
dengesinin ve uyaranlara spesifik yanitlarin saglanmasinda bu organellerin roli
buylktir. Herhangi bir stres sinyali algilanmasi durumunda sitozol Ca?* diizeyi hizla
ylkselir ve bu yikselis hem apoplast ve dolayisiiyla ksilemden, hem de hiicre ici

depolardan gelen Ca?* ile saglanir.

Kalsiyum dengesinin saglanmasi ve ¢esitli uyaranlara spesifik yanitlarin verilebilmesi igin,
bitki hiicrelerinde plazma membrani ve endomembranlarda bulunan cesitli protein
yapilardan mutesekkil bir Ca* tagima sistemi bulunmaktadir. Bu sistem icerisinde cesitli
tirlerde kanallar, iyon pompa ve degistiricileri yer almaktadir. Proteinlerden olusan ve

cesitli alt tirleri olan bu yapilar bitki hicrelerinin hiicre ici ve hiicreler arasi tasinim



faaliyetlerinin diizenlenmesinde etkin bir rol icra etmektedirler. iyon kanallari Ca?*
iyonlarinn sitozole girisini saglarken, iyon pompalari ve iyon degistiricileri hiicre
sitozolinden organellere veya hiicreler arasi bosluklara Ca?* atimini saglamaktadir.
Daha 6nce bahsedildigi gibi, s6z konusu ortamlar arasinda 10* — 10° kat [Ca?*] farki
bulundugundan, sitozolden Ca?* atilimi genellikle aktif tasima, dolayisiyla enerji

harcanmasini gerektiren bir slirectir [8].

Ca?* Gradient
(-——----——————--

Sekil 2.2 Bitki hiicresinde pasif ve aktif Ca?* taginiminin sematik gésterimi [9]

Sekil 2.2’de mavi noktalar Ca?* iyonlarini, yesil noktalar ise H* iyonlarini temsil
etmektedir. Mavi ve gri oklar, voltaj ve ligand kapili iyon kanallarindan gegisi, kirmizi ve
yesil oklar ise sirasiyla Ca?*/ATPazlar ve Ca%*/H* antiporterlerini géstermektedir. Kirmizi
ile gosterilen iyon pompasi ATP enerjisini kullanirken, yesil ile gésterilen iyon degistirici

proton hareketinden dogan enerijiyi kullanir.

e Ca’* kanallari temel olarak ti¢ grupta incelenebilir: voltaj-bagimli kanallar, ligand kapil

kanallar ve gerilme ile aktive olan kanallar.

Voltaj-bagimh kanallar: Bitkilerde farkli membranlar lzerinde birkag tip voltaj-bagimli
kanal bulunmaktadir. Plazma membrani (izerinde olan kanallar DACC (depolarizasyonla
aktive olan Ca?* kanali) ve HACC (hiperpolarizasyonla aktive olan Ca?* kanal) olmak
Gzere ikiye ayrilir. Bunlari haricinde, vakuoler membran lizerinde de SV kanali (yavas
aktive olan vakuoler Ca?* kanal) bulunmaktadir. DACC ve HACC kanallari farkli cevresel
uyaranlara cevap vermektedir. Ornegin; DACC kanallarinin dondurulma ve bitki-patojen
etkilesimlerinde aktive oldugu gozlemlenmistir. Farkli tirde DACC kanallar

bulunmaktadir ve farkh 6zelliklerde olmalarina ragmen, bunlarin hepsi mono ve divalent
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katyonlara gecirgendirler. HACC kanallari ise Ca%* beslenmesi, ABA (absisik asit) ve mavi
istk varhgr durumlarinda aktive olmakta ve hiicre icine surekli Ca?* alimina katkida
bulunmaktadir. SV kanali, sitozol ve vakuoldeki Ca?* konsantrasyonlarina gére aktive

olan bir kanaldir.

Ligand-kapili kanallar: Bitkilerde glutamat reseptor-benzeri (GLR) ve siklik nikleotid
kapili (CNGC) kanallar plazma membraninda bulunur ve her birinin 20’den fazla alt tiiri
bulunmaktadir. Gergekte bu kanallar secici olmayan katyon kanallari (NSCC)
kategorisinde olsa da, kalsiyuma olan gecirgenlikleri daha fazladir ve voltajdan bagimsiz
Ca?* gecirgen kanallar olarak da bilinirler. CNGC kanallari, siklik niikleotidler tarafindan
aktive edilen plama kanallaridir. Pek cok calisma, patojenlere verilen yanitta CNGC
kanallarinin aktive oldugunu géstermektedir. Ayrica bazi CNGC tirlerinin uca odakli Ca®*
gradyenti olusturarak polen tip gelisiminde diizenleyici rol oynadigi goriilmustiir. Bazi
CNGC kanal tlrlerinin de tuz stresi sirasinda sodyum-potasyum dengesinin
korunmasinda rol oynadiklarina dair bilgiler mevcuttur. GLR kanallari gesitli kalsiyum
sinyal yolaklarinin yani sira dokunma, osmotik stres ve soguk gibi abiyotik stres
kosullarinda aktive olmaktadir. Ayrica biyotik stres kosullarinda 6nemli savunma sinyal
molekdlleri de GLR kanallari aracihigi ile diizenlenmektedir. Endomembranlarda bulunan
ligand kapili kanallar 6zellikle vakuol ve ER’de bulunurlar. Diger fonksiyonlarinin yani
sira, kalsiyum aracilikli bitki stres cevaplarinda aktive olduklarina dair gliclii emareler

bulunmaktadir [4].

Gerilme ile aktive olan kanallar: Mekanik etkilere (dokunma gibi) duyarli MCC
kanallarinin, bitkinin mekanik etkilere olan cevabinda sitozol Ca?* konsantrasyonunu

artirarak rol oynadigi diisiiniilmektedir [10].

e Ca’* pompalari ve iyon degistiricileri, kalsiyum iyonlarinin sitozolden aktif tasima
yoluyla atilimini saglayan hiicre yapilaridir. Ca?*/ATPazlar ve Ca?*/H* antiporterleri bu
goérevi yerine getiren en dnemli proteinlerdir. Sitozolden Ca?* atihimi ile birkag dnemli
fayda saglanir. Bunlardan ilki, serbest [Ca?*]ct konsantrasyonunun belirli bir seviyede
tutulmasinin saglanmasidir. ikincisi, sinyal veya baska sebeplerle meydana gelen
[Ca?*]qt dalgalanmalarinin dizeltilerek [Ca?*]et seviyesinin eski haline getirilmesi ve

boylece kalsiyum sinyallerinin biyiiklik ve hiicre i¢i konumlarinin etkilenmesidir. Bir
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diger fayda olarak, bu proteinler kalsiyum kanallari ile birlikte calisarak hiicre ici ve
hicre disi kalsiyum depolarinin sonraki sinyaller igin yenilenmesini ve lokalize kalsiyum
dalgalanmalari olusumunu saglar. Ayrica ER fonksiyonlari igin gerekli kalsiyum da bu
proteinler araciligiyla saglanir. Kalsiyum haricinde, bu proteinler Ni%*, Zn?*, Mg?*, ve

Mn?* gibi iyonlarin da atihmini saglayarak hiicreyi mineral toksisitesinden korur.

Ca?*/ATPazlar: Bu iyon pompalari tim membran proteinlerinin %0,1’ini olusturur ve
plazma membrani ve endomembranlarda Ca%*/H* antiporterlerine gére 30-100 kat daha
az bulunurlar. Gérevleri, hiicre icine giren Ca?* iyonlarini siirekli olarak ER icerisine veya
hicre disina atmaktir. Bu iyon pompalarinin ¢ok farkh alt g¢esitlerinin bulunmasi, farkli
hiicresel siiregleri ilgilendiren spesifik Ca?* sinyallerine 6zel cevaplar verilebilmesi icin
onemlidir. Pek ¢ok Ca?*/ATPaz alt tipinin ekspresyonlari yiiksek tuzluluk veya yiksek
[Ca?*]¢t durumlarinda artmakta, bazi alt tipler ise sadece stres kosullarinda

Uretilmektedir.

Ca?*/H* antiporterleri: Bircok alt tipi bulunan bu yapilarin Ca2+/ATPazlardan farki, iyon
tasinimi sirasinda ATP’ye ihtiya¢c duymamalaridir. Ayrica Ca®* iyonuna olan afiniteleri
daha azdir ve Mg?* ve agir metal katyonlarinin tasinimini da yapabilirler. Sitozoldeki iyon
yuikind hiicre disina ve vakuollere itebilirler [8]. Cizelge 2.1, membranlar lzerinde

bulunan cgesitli proteinler ve diizenleyicilerini genel olarak ortaya koymaktadir.

Cizelge 2.1 Bitki hiicrelerinde kalsiyum tastyici yapilar [11].

Membran Ca?* Akisinin Tasityici Turii Ana Fizyolojik
Yonii Diizenleyiciler
Plazma Membrani | Sitozol icerisine CNGC cAMP, cGMP, CaM
DACC Voltaj
GLR Aminoasitler
HACC Voltaj, ROS,

[Ca2+]cyt, ABA

MCC Mekanik uyarici
Hiicre disina ACA [Ca2+]cyt, CaM
ECA [Ca2+]cyt ?
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Gizelge 2.1 Bitki hiicrelerinde kalsiyum tasiyici yapilar [11].

Tonoplast Sitozol icerisine InsP3R-benzeri InsPs
RyR-benzeri cADPR
SV kanali (AtTPC1) Voltaj, [Ca2+]cyt, pH,
CaM
VVCa kanali Voltaj, [Ca2+]cyt,
Voltaj, [Ca2+]vac
Vakuol igerisine ACA CaM
CAX pH degisimi,
[Ca2+]cyt
Endoplazmik Sitozol igerisine InsP3R-benzeri InsP3
Retikulum (ER)
NAADPR-benzeri NAADP
NSCC Voltaj
RyR-benzeri cADPR
ER [Gmeni | ACA [Ca2+]cyt, CaM
icerisine
ECA [Ca2+]cyt ?

Mitokondri (i¢ zar)

Sitozol icerisine

Ca2+ degistirici ?

pH degisimi, Ca2+ ?

Matriks icerisine

Ca2+ uniporter

Ca2+ ?, voltaj ?

Ca2+ uniporter

Ca2+ ?, voltaj ?

Kloroplast (i¢ zar) | Sitozol icerisine ACA? [Ca2+]cyt, CaM
Stroma igerisine Ca2+ uniporter Ca2+ ?, voltaj ?
Ca2+/H+ degistirici [Ca2+]cyt, CaM
Golgi Sitozol icerisine Bilinmiyor Bilinmiyor
Golgi icerisine ECA [Ca2+]cyt ?
Cekirdek zari Sitozol icerisine ECA? [Ca2+]cyt ?
Cekirdek icerisine | NSCC Voltaj
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2.3 Bitki Sinyal Yolaklarinda Kalsiyum

Daha 6nceki bélumlerde bahsedildigi gibi, etkin bir Ca%* tasima sistemi, Ca?* iyonunun
bitkideki gorevlerini en etkin sekilde yapmasina olanak saglamaktadir. Bu gorevler
arasinda kuskusuz en énemlilerinden biri, kalsiyumun sekonder mesajci olarak bitki
sinyal yolaklarinda oynadigi rollerdir. Tek sekonder mesajci kalsiyum iyonlari degildir
ancak kalsiyum en énemlileri olarak gortilmektedir. NO, reaktif oksijen tirleri ya da siklik
nukleotidler gibi gesitli bilesikler de sekonder mesajci olarak bitki hiicrelerinde gérev
alirlar. Sekonder mesajcilarin sinyal iletim yolaklarindaki 6nemleri ¢ok blylktir. Cesitli
uyaranlarin hiicre membranindaki 6zel reseptorlerce algilanmasinin ardindan, hiicre igi
sinyal iletimi sekonder mesajcilar araciligi ile devam eder. Bazi sinyaller birden fazla
sekonder mesajcinin etkilesimleri ile iletilebilir. Sekonder mesajcilarin faaliyeti ile hiicre

ici Ca?* konsantrasyonu artar.

Bitkilerde Ca®* aracilikli sinyaller cesitli lokal ve sistemik fonksiyonlar icin buyiik dneme
sahiptir. Kok gelisimi, stomatalarin acgilip kapanmasi, biyolojik ritim, abiyotik stres
cevaplari, bitki-patojen etkilesimleri, simbiyoz ve lUreme mekanizmalari gibi cesitli
olaylarda, [Ca%*]: degerlerinde gegici ve hizli artislar gozlenmektedir. Sitozolde diisiik
siddette veya gecici olarak gerceklesen bu [Ca?*] dalgalanmalari genellikle pek cok
gelisimsel ve yasamsal olay ile cevresel etkilere karsi cevap olusturmak icin yeterli olur.
Bu artislar, sinyalin sekli, siddeti, frekansi ve siiresi stimiile edici faktore gore degismekle
birlikte, grafige gecirildiginde genelde gecici buyik tek pik, iki pik (bifazik) ya da
tekrarlanan dalgalanmalar seklinde gérulur. [Ca®*]e,: degisimleri, bir énceki kisimda
bahsedilen tasiyici yapilarca diizenlenir ve béylece her bir uyarana 6zgi parametrelerde

[Ca?*]ey profilleri meydana gelir.

Daha sonraki asamada, uyaranlara spesifik olan ve bu nedenle Ca?* imzalari olarak da
adlandirilan bu konsantrasyon degisimleri, proteinler araciligi ile uygun cevaplari
duzenleyen hiicresel bilgi haline dénlsir. Ca?* imzalarinin algilanmasi ve hiicresel bilgiye
donulstirilmesinde gorev alan ve Ca?* sensor proteinleri olarak da adlandirilan Ca?*
baglayan proteinlerin (CBP) ortak 6zelligi, spesifik [Ca?*]cy profiline uygun sekilde tersinir
olarak Ca?* baglayan yapisal bolgeleri icermeleridir. Ca®* ile baglanma gerceklestikten

sonra bu proteinlerin konformasyonlari ve katalitik aktiviteleri degisir. Bu duruma ek
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olarak, sensor proteinlerin cesitliligi de spesifik, glvenilir ve esnek sinyal iletimi ve
islenmesi icin blylik Gnem arz eder. Bu proteinlere 6rnek olarak kalmodulin (CaM) ve
CaM benzeri proteinler, kalsiyuma bagimli protein kinazlar (CPDK), kalsinérin-B benzeri
proteinler (CBL), protein fosfatazlar (PP) ve fosfolipazlar (PL) verilebilir. Bu proteinlerin

bazilari gerekli cevabin gosterilebilmesi igin farkli bir proteinle etkilesime girerken, CDPK

gibi proteinler direkt olarak hedef bolgeye ulasir ve hiicresel cevabi uyarir.

Cizelge 2.2 Bazi gelisim siireglerinde hiicre igi kalsiyum degerleri ve kaynaklari [12].

Gelisim siireci veya

cevresel etki tiirii

Karakteristik [Ca®*]c,: degisimi

Sitozole Ca?*

saglayan kaynak(lar)

Polen tiipti uzamasi

Apikal [Ca?*]qtartis

Apoplast ve hiicre ici

depolar

Polen tiipti i¢

uyumsuzluk cevabi

Gigek sapinda hiicre igi [Ca?*]eyt
dalgasi

Apoplast ve hiicre ici

depolar (IP3-bagiml)

mertebesinde) [Ca?*]cyt piki

Déllenmeden sonraki Sperm birlesme bolgesinden Apoplast
hiicre polaritesi baslayan hiicre ici [Ca?*]eyt
dalgasinin neden oldugu [Ca?*]cyt
artisi
Hiicre béliinmesi [Ca?*]¢partisi
Tohum ¢imlenmesi Hafif [Ca?*]cyt artisi
(giberellinler)
Apoptozis Yavas ve surekli [Ca%*]qartisi
Kirmizi 1sik [Ca?*]¢ytartis Apoplast
Mavi isik Kisa siireli (saniyeler Apoplast

Circadian ritimleri

Circadian [Ca®*]c,: dalgalanmalar
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Cizelge 2.2 Bazi gelisim siireglerinde hiicre igi kalsiyum degerleri ve kaynaklari [12].

Stomalarin kapanmasi | (1) Hucre cevresinde [Ca?*]crartisi | (1) Apoplast
(ABA, sfingosin-1- (2) Vakuol cevresinde [Ca?*]cyt (2) Vakuol
fosfat)
artis! (3) Apoplast ve hiicre
(3) [Ca?*]ytdalgalanmalari ici depolar
CO; Koruyucu hiicrelerde [Ca?*]qrartisi | Apoplast
Apoplast Ca’* seviyesi | Koruyucu hicrelerde [Ca?*]y Apoplast
artisi dalgalanmalari
Oksin cevaplari Yavas, uzun sureli [Ca?*]cy: artisl,
[Ca?*]¢yt degerinde dalgalanmalar
Ksilem K* yiiklemesi [Ca?*]¢ptartis
Ekzositoz [Ca?*]¢yartisi
Kékteki hiicrelerin Uzun sureli [Ca?*]cyt artisi Apoplast
uzamasi
Kékteki emici tiiylerin Apikalde uzun sireli [Ca®*]cartisi | Apoplast
uzamasi
Sikloz inhibisyonu [Ca?*]¢partisi
Nodiilasyon Baslangicta [Ca?*]qtartisl, sonra Apoplast
[Ca?*]¢yt dalgalanmalari
Yaprak dékimii Uzun sureli [Ca?*]cyt artisi
uv-B Yavas [Ca%*]qrartisl, bika¢ dakika Apoplast

boyunca stiren yiksek [Ca?*]eyt

degerleri
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Sinyal iletiminin sonunda, Ca?* ile kompleks yapan sensér proteinleri, bir kisim hiicresel
tasiyici proteinlerin yani sira transkripsiyon faktorleri ve protein kinazlar gibi farkl
enzimleri ve sinyal proteinlerini hedefleyerek sinyal iletiminin nihai amacina ulagsmasina
aracihk etmektedirler. Bu tir proteinlerin bazilarini kodlayan genlerin ekspresyonlari da
bu yolla uyarilabilir. Sonuc olarak hiicreler ve dolayisiyla bitki, nihai cevaba yonelik siireci
tamamlayarak apoptozis, tolerans, belirli genlerin ekspresyonu gibi gerekli cevap ya da

cevaplari vermis olur.

Sekil 2.3’te, hiicre igi sinyal iletimi ve neden olabilecegi cevaplari gosteren drnek bir

slire¢ CaM Uzerinden verilmistir.

Other Calcium
SEensors e.g.
CDPKs and
CEBELs

Transcription Protein ki Metabolic Membrane Cytoskeletal
factors 1o e";“ (l:l:ases Enzymes proteins proteins
e.g. TGA3, e'gt aMK ! e.g. GAD, e.g.CNGC, e.g. Kinesin,
CGCG

Catalase Ca*2- ATPase EF-1a

lon homeostasis, hormone biosynthesis, gene
expression, ROS scavenging, pathogen defense

Sekil 2.3 Bitkilerde Ca?*/CaM aracilikli sinyal ag.

Goruldigu gibi, bu kompleks gesitli proteinlere baglanarak aktivitelerini degistirebilir ve

cesitli fizyolojik cevaplari uyarabilir [4]. Ca* iyonlarinin bitkilerin farkli stres kosullarinda
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sergiledikleri cevaplar ve patojenlere karsi immdinitesi ile ilgili gorevleri, bir sonraki

bolimde agiklanacaktir.
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BOLUM 3

BiTKILERDE STRES VE BiTKi HASTALIKLARINI TESPIT YONTEMLERI

Bitkiler yasamlarini surdirdikleri alanlarda, gelisimlerini kisitlayici cesitli olumsuz
kosullara maruz kalmaktadirlar. Bitkilerde bliyiime, gelisme ve metabolizmayi etkileyen
ya da engelleyen durumlara stres adi verilmektedir. Bagka bir ifadeyle, bliylme, gelisme
ve Uretim icin genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde etkileyen herhangi bir
cevresel faktori veya bunlarin etkilesimlerini icermektedir. Stres, bitkilerde biyotik ya da
abiyotik faktorlerin ayri ayri ya da birlikte fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda belli
degisimleri meydana getirmesi ve organizmada hasar olusturma kapasitesi olarak da

tanimlanabilir.

Abiyotik stres faktorleri soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su fazlahgi, radyasyon, cesitli
kimyasallar, oksidatif stres, mekanik etkiler, rlizgar, bitkiye uyumsuz pH degeri ve besin
yetersizligi gibi cevresel faktorlerdir. Biyotik stres faktorleri ise virls, bakteri ve
funguslari da iceren cesitli patojenler, bocekler ve herbivorlardir. Bir kosulun bir bitki
tlrd icin stres olusturmasi, diger bir bitki tiirti icin de stres olusturacagi anlamina gelmez.
Ornegin, sirasiyla 20°C ve 30°C’de optimum biiyiime gdsteren bezelye ve soya fasulyesi
bitkilerinden, bezelye bitkisi sicakhigin artmasi ile birlikte daha once zarar géormeye
baslar. Yani, soya fasulyesi daha fazla sicaklik toleransina sahiptir. Bazi stres kosullari
bitkilerin baska stres faktérlerine agik hale gelmesine zemin hazirlar. Ornegin; topraktaki
pH degisikligi besin maddelerinin alimini kisitlayarak besin yetersizligine neden olabilir

(Sekil 3.1).
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Log activity (mM.L1)

Sekil 3.1 pH degisiminin bitki besin alimina etkisi [13].
Bitkiler strese birkag yolla cevap verir:

e Kacis, sadece kosullarin uygun oldugu dénemlerde biyiimedir. Ornegin, kurakliktan
onceki yagisli mevsimde blyime, gelisme ve lremelerini tamamlayan bitkilerin

gosterdigi davranistir.

e Sakinma, bitkilerin stres faktoériniin olumsuz etkilerini azaltmasi veya engellemesidir.
Dis gevrede stres olusturabilecek kosullar bulunsa da, bitki i¢ ortaminda hiicreler

stresten uzak tutulurlar.

e Tolerans, karmasik bir fizyolojik olaydir. Bitkiye ilk olarak éldiricli olmamak sartiyla
ylksek siddette stres uygulanir ve bunu takiben o6ldiricli strese maruz birakilir.
Bitkinin bu oldiirlict strese dayanma, etkisini azaltma, onarma ve engelleme yetenegi

tolerans olarak adlandirilir.

e Uyum ve adaptasyon, sirasiyla bir sonraki nesle gecirilemeyen ve gecirilebilen stres
cevaplarini ifade eden terimlerdir. Onciil bir strese maruz kalan ve buna bagl olarak
toleransi artan bir bitki, uyumlanmis kabul edilir. Strese adaptasyon ve uyum, anatomik
ve morfolojik seviyeden hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler seviyeye kadar meydana

gelen birbirleriyle iliskili olaylarla saglanmaktadir.
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Hiicrelerin stres toleransinin artmasina neden olan hiicresel cevaplar; hiicre dongisd,
hicre bollinmesi, hicrelerin endomembran ve vakuol sistemleri ile hiicre duvari
yapisindaki degisiklikleri kapsamaktadir. Biyokimyasal seviyede, bitkiler prolin ve glisin
betain gibi ozmodiizenleyici bilesiklerin Gretimini de iceren metabolizmadaki
degisikliklerle strese karsi koymaktadir. Stres sinyalinin algilanmasi ile ilgili molekiler

olaylar ise, strese karsi genetik diizeyde verilen cevabin sonuglaridir [14].

Bitkilerin biyotik veya abiyotik strese maruz kalmalari, bitki metabolizmasinda
degisikliklere ve dolayisiyla bazi fizyolojik bedeller 6denmesine sebebiyet vermektedir.
Bu durum bitkileri saglkli bliyime ve gelismeden uzaklastirarak, nihai asamada verimi
olumsuz yonde etkiler. S6z konusu kayiplar ¢cogu bitki tlirinde %50’yi asan oranlara

varmaktadir.

Bitkilerin stres ve hastaliklara ve dolayisiyla bu tir durumlardan kaynaklanan olumsuz
etkilere karsi savunmasindaki en 6nemli adimlardan biri, etkin ve hizli cevap igin stresin
zamaninda algilanabilmesidir. Stres algilandiktan sonra, bitkilerin temel savunma
mekanizmalari stres faktoriine gore degisen karmasik sinyal yolaklarini aktive eder.
Spesifik iyon kanallari ve kinaz kaskadlari aktive edilir, reaktif oksijen turlerinin (ROS)
yani sira absisik asit, salisilik asit, jasmonik asit ve etilen gibi bitki hormonlarinin birikimi
gorilir ve bitlin bunlarla birlikte gen ekspresyonlarinin yeniden diizenlenmesi, bitkinin
yeterli savunma cevabini gostermesine ve biyolojik hasarin en aza indirilmesi igin

toleransin artmasina aracilik eder [15].

Stres konusunda 6nemli bir diger husus, bitkilerin genelde ayni anda birden fazla stres
faktoriyle basa cikabilmesidir. Ornegin; yiiksek sicaklik stresi genelde kuraklik stresi ile
birlikte yasanir. Bitki ayni anda hem biyotik, hem abiyotik strese maruz kalabilir. Bu gibi
durumlarda bazen bitkinin bir stres faktoriine verdigi cevap, digerine verdigi cevabi

glclendirebilir.

3.1 Bazi Onemli Abiyotik Stres Faktorleri

Abiyotik stres kosullarinda, stres tlrline gore bitkiler farkli davranislar sergilerler (Cizelge

3.1).
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Cizelge 3.1 Bazi abiyotik stres kosullarinda bitkilerin sergiledigi davranislar [16].

Stres Turii Sonuglari Bitki Yanitlari
Yiksek sicakhk yogun | Etkin protein tamir
buharlagsmaya ve su | sistemleri ve genel protein

Yiiksek sicaklik yetersizligine sebep olur. Sonug, | stabilitesi hayatta kalmak
stresi giderek artan enzim eksikligine | icin  6nemlidir.  Sicaklik,
bagh bitki 6lumuddar. bitkinin  ortama  uyum

saglamasina sebep olabilir.

Biyokimyasal reaksiyonlar | Soguga adapte olabilen
yavaslar, fotosentez devam etse | bitkilerde bliyimenin

de karbondioksit fiksasyonu | durdurulmasi

zorlasir ve oksijenli radikallerin | metabolizmadaki

Donma ve soguk | zarar vermesine vyol acar. | degisikliklerle
stresi Donma, hlicre membranlarini | engellenebilir. Buz
bozan buz kristalleri olusumuna | kristallerinin olusumu
neden olur. osmolit birikimi ve hidrofilik
proteinlerin senteziyle

engellenebilir.
Suyun yapraklara tasinamamasi | Yapraklarda kivrilma ve
fotosentezi azaltir. diger morfolojik degsiklikler
gorilir. Stomalarin
kapatilmasi, ABA tarafindan
uyarilan transpirasyonu

Kuraklik

azaltir. Bitki ici su su

potansiyelini azaltarak daha
fazla su emilmesine olanak
saglayan metabolitlerin

birikimi gorilir.
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Cizelge 3.1 Bazi abiyotik stres kosullarinda bitkilerin sergiledigi davranislar [16].

Mitokondri faaliyetlerini | Genellikle koklerde gorilen
zorlastiran anoksik veya | kavitelerin olusumu soz
mikroaerobik kosullar olusur. konusudur. Bunlar kok ve

Su altinda kalma
surglinler arasinda oksijen

ve etilen degisimi

yapilmasina olanak saglar.

Belli bir dizeyi gectiginde, | Fazla metal iyonlari disari

detoksifikasyon reaksiyonlari ve | atilabilir ~veya vakuolde
Adir metal birikimi
depolama kapasitesi yetersiz | depolanabilir. Oksijen
ve metal stresi
kalabilir. radikalleri olusumuna da

sebebiyet verebilirler.

Fazla isik, foto-oksidatif hasara | ROS Uretimi artar ve
ve fotosente3z inhibisyonuna | hiicrenin ve kloroplastin
Yogun isik stresi neden olan reaktif ara ve yan | dizglin calismasini saglayan
Urinlerin Gretimini artirir. protein, lipit ve enzimlerin

oksidasyonu saglanir.

Bazi 6nemli abiyotik stres kosullari ve bitkilerde neden olduklari savunma davranislari

asagida verilmistir.

3.1.1 Tuzluluk

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuzluluk, tarim arazilerini olumsuz etkilemekte ve
bu topraklarda vyetisen bitkilerde 6nemli verim kayiplari ve biyliime-gelisme
yetersizliklerine neden olmaktadir. Ulkemiz topraklarinin yaklasik 1.5 milyon hektari
(%30’dan fazlasi sulanabilir alan olmak lizere) tuzluluk sorunuyla karsi karsiyadir. Diinya
genelinde bakildiginda ise, toplam buylkligd 800 milyon hektardan fazla olan genis
karasal alanlar tuzluluktan etkilenmektedir ki, bu dinyanin tim karasal alanlarinin
%6’sindan fazladir. Diinyada kuru tarim yapilan 150 milyon hektarlik arazinin yaklasik

%20’si cesitli oranlarda ikincil tuzluluk tehdidi altindadir. Sulama yapilan toplam 230
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milyon hektar arazinin ise yaklasik 45 milyon hektarlik bir kismi tuzdan etkilenmektedir.
Tuzdan etkilenen bu topraklarin biyilk kismi, Na2SO4 ve NaCl tuzlulugu géstermektedir.
tskt2. Ekilebilir topraklardaki bu yogun tuz birikiminin, ilerleyen zamanlarda daha da

harap edici boyutlara ulasacagi tahmin edilmektedir [17].

Verimli topraklari tehdit eden tuzluluk ve tuz stresi, bitkiler lizerindeki etkisini yapisal,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiler mekanizmalarda degisikliklere neden olarak
gostermektedir. Bu olumsuz etkiler tuzun cesidine, stresin dlizeyine ve siresine, strese
maruz kalan bitkinin genotipine ve gelisim evresine bagl olarak degisir. Tuz stresi,
bitkileri temelde osmotik ve iyonik strese neden olarak etkiler. Koklerde NaCl
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte ilk olarak osmotik stres olusmaktadir. Bu durum
kullanilabilir su miktarinin azalmasina sebep olur. Bu olay “fizyolojik kuraklik” olarak da
adlandirilmaktadir. Kullanilabilir su miktarinin azalmasinin bir sonucu olarak, hiicre
genislemesi azalir ve surgiin gelisiminde yavaslama gorilir. Osmotik stresin devaminda
iyon stresi meydana gelir. iyon stresinin ortaya ¢cikmasi halinde, ortamda artan Na* ve CI
iyonlarinin K*, Ca?* ve NO*- gibi iyonlarla rekabete girmesiyle bitkilerde iyon dengesinde

bozulma ve besin eksikligi meydana gelir.

Tuzlulugun bitkiler Gzerindeki ikincil etkisi, bitkide meydana gelen yapisal bozulmalar ve
toksik bilesiklerin sentezlenmesidir. NaCl’nin baslica ikincil etkileri; reaktif oksijen
tdrlerinin (ROS) sentezi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres kosullarinda
klorofil gibi hlicre yapilari ve fonksiyonlarina hasar verilmesi, fotosentezin inhibisyonu,
metabolik toksisite, bazi iyonlarin aliminin azalmasi veya engellenmesi (6zellikle K* ve
Ca?*) ve hicre dlumu olarak sayilabilir. Her bitki tlri, genetik yapisina bagl olarak
tuzluluga karsi farkli cevaplar verir. Tuzluluga verilen farkh cevaplar sadece iki farkh bitki

tlrd icin degil, ayni tlrln alt tipleri icin de gecerlidir.

Tuz stresi, Ca%* alimini olumsuz yénde etkiler. Na*, hiicre zarindaki Ca?* ile yer
degistirerek membranin apoplast kisminda dengeli halde tutulan Na*/Ca?* iyon oraninin
artmasini saglar. Bu durum membranin fizyolojik ve fonksiyonel yapisinin bozulmasina
ve hiicrenin Ca?* dengesinde olumsuzluklara neden olur. Yiiksek Na* konsantrasyonu;

hiicrenin ic membran yapilarinda bagli halde bulunan Ca?* iyonlarinin serbest hale
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gecmesine, hicrenin Ca?* depolarinin bosalmasina ve sitozolde serbest Ca?*

konsantrasyonunun artmasina neden olur [18].

Cesitli tuzlarin yiksek konsantrasyonlarini iceren ortamlarda bitkilerin bliyime ve hayat
dongilerini tamamlayabilme yeteneklerine tuz toleransi denir. Tuz toleransinin boyutu
temelde bitki tlriine bagl olarak cesitlilik gostermektedir. Tolerans davranisi gbsteren

bitkiler, Sekil 3.2’de gorildigu gibi, ilgili biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalari

devreye sokmaktadirlar.

Ekstraseliller Alan ve Hilcre Ceperi
Iyonun disan atilmas:

Iyon uzaklagtiriimas:

Hiicre duvan modifikasyonu

Sitosol ve Organel Alam

Ozmotik diizenleme Akuaporin aktivite kontrolii

Radikal temizlenmesi Iyon bilmelendirmesi
Iyon seciciligi degisiklikleri Ozmotik koruma \\
/ Proton pompalanmasimn artmasi

' Bitki bilyiime regiilattr duyarlihigimin dengelenmesi
|

1 =
— /

\\ _ Vakuolar Alan
Iyon (sodyum, kalsiyum) depolanmas:
' Iyon (potasyum) tasinmasi

' Ozmotik diizenleme
Proton gradiyentinin devam /
-

Sekil 3.2 Bitki tuz stresi ile ilgili olan biyokimyasal fonksiyonlar [19].

3.1.2 Yiiksek Sicakhk
Yiksek sicaklik stresi, 6zellikle optimum biliyime sicakhgindaki 1.5-6°C’lik artis ile
fotosentezin inhibisyonuna, hiicre membranlarinin zarar gérmesine ve hiicre 6limiine
neden olan bir abiyotik stres faktoridr. Yiksek sicaklik bircok 6nemli tarimsal bitkinin

verimliligini sinirlamaktadir. Toprak ylizey sicakliklarinin 509C’yi astigi kurak ve yari kurak
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bolgelerde, yiksek toprak sicakhgl bitki populasyonlarinin énemli oranda azalmasina
neden olmaktadir. Artan sicaklik bitki gelisiminin farkh evrelerini inhibe etmektedir. Bir
genotipin yiksek sicaklikta hayatta kalma yetenegi bitkinin gesidine, bitki gelisim

evresine, hiicre tiplerinin hassasiyetine, ylksek sicakligin derecesi ve siiresine baghdir.

Bircok tarimsal bitki, belli donemlerde ylksek sicaklik stresine maruz kalmaktadir.
Yiksek sicaklik stresi, bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal islevlere zarar vererek
bliyime, rin ve kalitede azalmaya neden olmaktadir. Her bitki tlriniin optimum
fonksiyon gosterdigi bir sicaklk araligi vardir. Tlire 6zgl olan bu sicakhk araligl termal
kinetik pencere olarak tanimlanmaktadir. Optimum sicaklik araliginin disindaki
sicakliklar fotosentez, membran bitlUnliGgi ve enzim kararlihgini igeren birgok fizyolojik

islevde degisikliklere neden olmaktadir.

Termal tolerans (termotolerans) karmasik bir fizyolojik olaydir. Tanim olarak, ilk olarak
oldirici olmayan yiksek bir sicaklik uygulanmasinin ardindan éldirici sicakliga maruz
birakilan bitkinin dayanma yetenegi olarak ifade edilebilir. Bircok bitkinin yliksek sicaklik
kosullarinda hayatta kalma ve iyilesme glici kalitsal ve kazanilan termal tolerans

yetenekleri araciligi ile belirlenmektedir.

Yiksek sicaklik stresine karsi koyma faaliyetleri, sicaklik sinyallerinin iletimi ve bu
sinyallerin yuksek sicaklik toleransinin gelisimini saglayan biyokimyasal fonksiyonlara
donistirilerek hicresel dizeyde cevap verilmesiyle baslamaktadir. Yiiksek sicaklik
toleransi tek bir termotolerant genle kontrol edilmemektedir. Yiksek sicakliga cevap
olarak uyarilan gen ekspresyonlarindaki degisimler yiiksek sicaklik toleransi ile iligkilidir.
Tipik olarak, bircok genin ekspresyonu sicaklik artisi ve buna bagh stres durumunda
azalirken, yuksek sicakhk soku genleri olarak adlandirilan genlerin spesifik bir grubu hizh

bir sekilde tesvik edilmektedir [14], [16].

3.1.3 Kurakhk

Kuraklik, diinya capinda tarimsal Uretimi dnemli derecede olumsuz etkilemektedir.
Diinyada ekilebilir alanlarin % 20’sinde sulu tarim yapilirken, Gretimin Ggte biri sulanan
topraklardan elde edilmektedir. Su kaynaklarinin biyidk béliminin tuzluluk gibi

nedenlerle yeterli kalitede olmamasi tarim alanlarinda kullanilmasini sinirlandirmakta,
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elverigsiz olan bu sularin tarim alanlarinda kullanilmasi ise tuzluluk sorununu ortaya
¢tkarmaktadir. Bu durum sulu ve susuz tarim yapilan topraklardaki tuzluuk oranlarinin
kiyaslanmasiyla gorilebilir. Susuz tarim uygulamasi yapilan yaklasik 1,5 milyar hektar
alanin 32 milyon (%2) hektarinda, c¢esitli derecelerde toprak tuzlulugu ile
karsilasiimaktadir. Sulu tarim uygulamasi yapilan 230 milyon hektar alan igerisinde ise,

tuzlu toprak orani 45 milyon hektara (% 20) ulasmaktadir.

Bitkilerin kuraklik kosullarina verdigi ilk cevap, stomalarin kapatilarak transpirasyon
yoluyla su kaybinin azaltilmasidir. Stomalarin kapatilmasinda bitki hormonu ABA ile
hiicre kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikler rol oynamaktadir. Stomalarin
kapanmasina bagli olarak da CO; alinimi azalir ve dolayisiyla fotosentez hizi diiser. Hiicre
ici CO, seviyesindeki azalma superoksit ve hidrojen peroksit gibi ROS bilesiklerinin
olusmasina neden olur. Hiicre membranlari ve 6zellikle kloroplast membranlari, ROS
bilesiklerinin sebebiyet verdigi oksidatif strese ve bu durumun neden oldugu hasara karsi
hassas yapilardir. ROS bilesikleri ayrica proteinlerin denatirasyonuna ve nikleik
asitlerde mutasyona yol acgabilir. Bitkilerde kuraklik stresinin bir diger etkisi de

blylmenin ve sirglin gelisiminin yavaslamasidir.

Bitkilerin kuraklik stresine toleransi, yaprak yizeyinin kigllmesi ve transpirasyonun
azalmasi sonucu artmaktadir. Bircok bitki tlriinde, yaslanma siireci ve yasl yapraklarin
ayrilmasi kuraklik stresi ile hizlandirihir. Topragin derinliklerindeki suya ve neme

ulasabilmek icin ise kdklerde gelisme gorilir.

Kuraklik stresinin molekiler ve biyokimyasal olarak neden oldugu temel degisiklikler
arasinda; fosfolipitlerin hidrolizi, denattlire proteinleri uzaklastiran protein ve enzimleri
kodalayan genlerin ekspresyon dizeylerinin degisimi, ROS bilesiklerinin lretilmesinde
ve uzaklastiriimasinda rol oynayan ¢esitli enzimlerin aktivasyonlari yer almaktadir. Ayrica
osmotik dengenin, membranlarin ve makromolekdllerin korunmasinda ¢ok 6nemli olan
prolin, glutamat, glisin-betain, karnitin, mannitol, sorbitol, fruktan, poliol, trehaloz,
siikroz, oligasakkaritler gibi bilesikler ve K* gibi inorganik iyonlar sentezlenmektedir. Bu
maddeler, kurakhk ve su kaybina karsi bitki hicrelerinin daha direncli olmasini

saglamaktadir [20].
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Sekil 3.3 Kuraklik stresine karsi bitkinin gosterdigi davranislar [21].

3.2 Biyotik Stres ve Bitki immiin Sistemi

Biyotik stres, bitkilerde bakteri, fungus, virlis, nematod gibi mikroorganizmalarin yani
sira zararli otlar ve béceklerin etkisiyle ortaya ¢ikan stres durumu olarak ifade edilebilir.
Bu organizmalarin bitkiye verdikleri hasarlar ve belirtiler birbirlerine ve abiyotik stres
faktorlerinden kaynaklananlara benzer olabilir. Bu durum taniyi ve hizli bir sekilde tedbir

almayi zorlastirmaktadir.

Biyotik stres faktorleri biyiik zararlara sebep olur. Ornegin; bitkilerde hastalik yaptig
bilinen 1000’e yakin viris tird vardir ve bunlar her yil milyonlarca bitkinin 6limiine ve

milyar dolar mertebelerinde ifade edilen rakamlarda ekonomik kayba yol acarlar.

Bitki immiun sistemi, potansiyel patojenlere karsi cok katmanli bir savunma yapisindan
olusan karmasik bir sistemdir. Patojenlere karsi ilk savunma hatti kiitikula tabakasi ve
hiicre duvari gibi daha ziyade fiziksel islevlere sahip yapilardir. ikinci bir savunma

katmani, bitkilerin Urettigi glukozit ve saponin gibi antimikrobiyal maddeler ve ikincil
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metabolitlerdir. Bu kimyasallar, patojeni direkt olarak inaktive edebildikleri gibi, patojen
tarafindan Uretilen enzimlerin inaktive edilmesi yoluyla da bitki savunmasina katkida
bulunabilirler. Bu iki savunma katmani genellikle oldukg¢a etkin olarak gérev yapar ve
¢ogu patojen saldirisindan bitkileri koruyabilir. Ancak stomata gibi dogal veya yaralanma
ya da patojen enzim faaliyeti sonucu sonradan olusan acikliklardan giren patojenlere
karsi belli kosullarda yetersiz kalabilirler. Patojenler bitkiye girdiginde iki farkli durum
gorllebilir. Bitki patojeni hizla taniyip savunma sinyal kaskadlarinin uyariimasi
araciligiyla patojen gelisimini ve istilayl durdurabilir; ya da bunu basaramayip

hastalanabilir.

Yaprak yiizeyinde biriken su
dokular iginde doygunluk

/ﬂ ua#a vb her trld

mekamksel yara ile yeni

\enfekslyonlar olusur N
\ "\__’_’/

Cogalma lezyon olusumu ve
zyon etrafinda kloritik hale

%Y Nem (yagu;. <;|g. sulama) ve
uygun sicaklikta bakteri
gogalir ve ooze olusur

J/ Yaprak, meyve
ve siirgilinler
enfekte olur

Yagmur damlalar riizgarla
bakteriyi bulagtirir

Yagis ve riizgarla
inokulum yayilir

Sekil 3.4 Bitkilerde patojenlerin bulasma yollarina bir 6rnek [22]
Bitkilerde bulasici hastaliklarin evreleri su sekilde siniflandirilabilir:
e inokiilasyon. Patojen mikroorganizmanin bitki ile temasi, yani bulasmasini ifade eder.
e Penetrasyon. Hastalik etmenin konukgu bitki dokusu igine girmesidir.
e Enfeksiyon. Hastalanmayi ifade eder.

e inkiibasyon. Enfeksiyondan ilk hastalik belirtilerinin goriildigii zamana kadar gecen

slreyi ifade eder.
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e Sporulasyon. Patojenin hastalik belirtilerinin etrafinda Gireme organlarini (sporlar gibi)

olusturmasidir [23].

Patojenin taninmasi, patojen iliskili molekuler yapilar (PAMP) olarak bilinen molekdllerin
Ozel taniyici reseptorler (PRR) aracihgi ile algilanmasi sonucunda, veya spesifik patojen
gen urunlerinin bitki R genleri Grilnleri aracihgl ile taninmasi sonucu gergeklesir. PRR
yoluyla gerceklesen yanitlar PAMP ile tetiklenen imminite (PTI) olarak adlandirilir.
Bununla birlikte, bazi patojenler bu PTI yanitlarinda rol oynayan molekiilleri bastiracak,
efektor olarak adlandirilan proteinler Uretebilir. Bu durum efektor ile tetiklenen
baskilama (ETS) olarak adlandirilir. Boyle bir durumda, bitki R genleri tarafindan
kodlanan proteinler bu efektor proteinleri tanir ve bdylece immiin sistem harekete gecer
[4].
PAMP-triggered Effector-triggered Effector-triggered
immunity susceptibility immunity

PAMP PAMP PAMP

xx @ xx @

* A \;) D )
Cellular Cellular Q Cellular
signaling signaling signaling

Yy, v

Immune
response

Sekil 3.5 Bitki immun yanitinin farkl yollari [24]

Bitki immin yanitlarinda patojen taninmasindan sonraki adim, hiicre ici sinyal iletiminin
gerceklesmesidir. Bu asamada ilk gerceklesen olaylar, sitozole Ca?* iyonlarinin girisi ve
K*, NO3 ve CI iyonlari basta olmak tizere bazi iyonlarin disari atilimidir. Ca?* iyonlarinin
sitozoldeki konsantrasyonunun artmasi ¢ok sayida sinyal yolagini aktive eder. Cesitli

protein kinazlar aktive olur ve nitrik oksit (NO) ve ROS tirlerinin Uretimi baslar. Daha
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sonra farkh transkripsiyon faktorleri aktive olur ve bunlar araciligi ile bazi gen
ifadelerinde degisiklikler yapilarak nihai savunma yanitlari gosterilir. Bu yanitlar; hiicre
duvari modifikasyonu, antimikrobiyal bilesiklerin sentezi, programlanmis hiicre 6limd,
patojenez-iliskili proteinlerin sentezi gibi faaliyetleri kapsar. Bu noktada dikkat ¢ceken bir
baska husus, bitkinin bir organinda meydana gelen patojen saldirisi sonrasinda, ilk
saldiriyla iliskisi olmayan diger organlarda da patojene karsi artirilmis bir direng

gorilmesidir.

Bitki hormonlari da bitki savunma vyanitlarinin ortaya c¢ikmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Salisilik asit, jasmonik asit, etilen, absisik asit ve oksinler gibi hormonlar
patojen ve bocek saldirilarina karsi bitkinin korunmasinda etkindirler. Jasminik asit ve
etilenin savunma yanitini giiclendirmede sinerjik bir rolleri oldugu gosterilmistir [15],

[25].

Cizelge 3.2'de, gesitli biyotik ve abiyotik stres kosullarinda [Ca?*]c,: degerlerinin degisimi
gorulmektedir. Ayrica kalsiyum iyonlarinin birincil olarak hangi kaynaktan sitozole gegis

yaptigi ve hiicre igi 6lglimlerin ne tir bir grafik gosterdigi de gizelgede belirtilmistir.

Cizelge 3.2 Stres tiriine gore degisen hiicre ici kalsiyum degerleri [12]

Stres Turii Karakteristik [CaZ*]cyt degisimi Sitozole Ca?* saglayan

kaynak(lar)

Yiiksek sicaklik soku 15-30 dk suren [Ca?*]qt | Apoplast ve hiicre igi

yukselmesi kaynaklar (IP3-bagimli)
Soguk soku (1) Tek kisa [Ca?]qt piki | (1) Apoplast
(saniyeler)

(2)[Ca?*]cyt dalgalanmalari

Yavas sogutma (1) Kisa bifazik [Ca®*]et piki | (1) Apoplast

(saniyeler) (2) Apoplast ve hiicre igi

(2) Yavas [Ca’*]qt  artisi | kaynaklar (IPs-bagimli)
(dakikalar)
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Cizelge 3.2 Stres tirine gore degisen hiicre ici kalsiyum degerleri

Oksidatif stres
(parakuat, siiperoksit,
hidrojen peroksit,

ozon)

(1) Kisa [Ca%*]cyt piki
(2) Strekli [Ca?*]cyt artisi

(3) [Ca%*]cyt dalgalanmalari

(1) Apoplast

(2) Apoplast ve hiicre igi
kaynaklar (IP3-bagimli)

Oksijen yetersizligi

(1) Bifazik yavas [Ca?*]et piki
(dakikalar)

Surekli  [Ca®*]eyt

(2)

(saatler)

artisi

(1) Apoplast

(2) Hucre ici kaynaklar,

mitokondri dahil

Kurakhk/hiperosmotik

(1) Bifazik yavas [Ca?*]et piki

(1) Apoplast ve vakuol (IP3-

stres (manitol) (dakikalar) bagimh)
(2) Surekli [Ca**]et  artisi
(saatler)
Tuzluluk (Nacl) (1) Dokuda dalga seklinde | Apoplast ve vakuol
yavas bifazik [Ca**]e:  piki
(dakikalar)
(2) Surekli [Ca**]e  artisi
(saatler)

(3) Azalmis [Ca?*]cyt (glinler)

Hipo-osmotik stres

(1) Ktk bifazik [Ca?*]y artis!

(2) Blytik [Ca?*]eyt artis

(1) Apoplast

(2) Apoplast ve hiicre ici
kaynaklar (IP3-bagimli)

Alliminyum

[Ca?*]qy artisi
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Cizelge 3.2 Stres tirine gore degisen hiicre ici kalsiyum degerleri

Mekanik uyartilar | Tek kisa [Ca?*]et  piki, | Hucre igi kaynaklar
(hareket, dokunma, | (saniyeler) [Ca2*],: dalgasi

riizgar)

Patojenler (elisitorler) | (1) Bifazik yavas [Ca?*]¢: piki | (1) Apoplast

(dakikalar) (2) Apoplast ve hiicre igi

(2) Surekli [Ca**]e,e artisi | kaynaklar (IP3-bagimli)

(saatler)
(3)[Ca?*]eyt dalgalanmalari

(elisitdor turine gore degisen

blykliklerde)

3.3 Bitki Hastaliklarinin Belirtileri ve Hastalik Teghis Yontemleri

Herhangi iki organizma arasinda birinin digerine zarar vermesi sonucunu doguran iliski
bicimi antagonizm olarak tanimlanmaktadir. Antagonistik iliskinin temelde dort yolu

bulunmaktadir. Bunlar;

e Zararli maddelerin sentezi. Bazi mikroorganizmalar digerlerinin gelismesine zarar
verecek toprak toksinleri olarak bilinen ©6zel maddeler olustururlar. Cesitli

antibiyotikler, alkol ve kinon bu maddeler arasindadir.

e Besin rekabeti. Mikroorganizmalar ulasabildikleri besin maddeleri icin stirekli rekabet
halindedir. Bu rekabet ayni tir iki canli grup arasinda goriilebildigi gibi, farkh tir gruplar

arasinda da gorilebilir.

e Ortam kosullarinin  degistiriimesi. Mikroorganizmalar, gelisimleri sirasinda
bulunduklari ortamin ozmotik basincini ve pH degerini degistirebilir. Ornegin; pek cok
mikroorganizma tirli metabolizma yan Urini ve atik olarak organik veya inorganik
asitler aciga cikarmaktadir. Dolayisiyla, bir slire sonra ortamin PH degeri bitkiler ve

ortamdaki diger organizmalar icin olumsuz yonde degisebilir.
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e Organizmalar arasi parazitlik. Bitki koruma uygulama kitapg¢igindaki verilere gore, bazi
organizmalar, beslenme ve Greme ihtiyaglarini karsilamak igin baska bir organizmanin
Uzerinde veya icinde parazit olarak yasar. Bir diger ifadeyle, parazitlik bir
mikroorganizmanin yasamak igin bir baska organizmaya saldirip, zarar vererek ondan

yararlanmasidir [26].

3.3.1 Bitkilerde Hastalanma ve Hastalik Belirtileri

Bitkilerde hastalanmada baslica li¢ faktor vardir. Bunlar asagidaki gibi siniflandirilabilir.
e Hastaligi olusturan biyotik veya abiyotik etkenler.

e Konukgu bitkinin fizyolojik yapisi.

e Cevre kosullari [27].

Parazitlik iliskisi, bitki ve patojen dikkate alindiginda ¢ogunlukla bitkinin zararina isler.
Parazit ondan tek yanli beslenir. Bazen bitki dokusu igine zararl bilesikler de salgilar.
Bitki bundan gesitli bicimlerde zarar goérir. Solunum faaliyetinin hizlanmasi, hiicrede
dagilma, ¢cokme, turgor kaybi, klorofil dejenerasyonu, hiicrelerde hipotrofi ve hipertrofi

gibi olaylar gorilar.

Biyotik ya da abiyotik nedenlerle hastalanmanin bir sonucu olarak énce hiicre ve doku
diizeyinde, daha sonra organ dlizeyinde hastalik belirtileri ortaya ¢ikar. Bu belirtiler
hiicre dlizeyindeyken makroskobik olarak fark edilememekle birlikte, doku ve organ
dizeyindeki degisimler kolayca fark edilebilir. Hlicre ve doku dilizeyindeki degisimlerin

yaninda hastalikli bitkide fizyolojik degisiklikler de goérilmektedir [26].
Hastalikh bitkilerde gérilen semptomlar baslica (¢ grupta incelenebilir.

Nekroz: Doku ve organlarda goriilen dlimlerdir. Olmiis dokuya nekrotik doku denir.
Bitkide siyahlasma veya kahverengilesme seklinde gorilir. En dnemli nedeni, patojenin
salgiladigl enzimler ve toksinlerin hiicre yapisini bozmasidir. Cimlenme-fide déneminde

ve gelisme doneminde olmak Gzere iki farkli sekilde gorilar.

Cimlenme ve fide doneminde goriilen nekrozda, ¢cimlenmenin baslangicinda patojen

faaliyeti sonucu fide toprak ylizeyine ¢ikamadan olebilir. Bir diger yol olarak, cikis
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sonrasinda fidelerin kok bogazinda incelme, lekeler, yan koklerde kahverengilesme

seklinde nekroz gorilir.
Gelisme doneminde gorilen nekrozda ise asagidaki belirtiler gorilmektedir.

e Lokal lekeler: Toprak Ustl organlarda yaprak, govde, cicek ve meyvelerde hemen
hemen her hastalik igin degisen sekil, irilik ve renkte olusan lekelerdir. Paraziter
etmenlerden funguslar cogunlukla yuvarlak, bakteriler sulu ve yagh sekilde kdseli veya

yuvarlak, virusler ise mozaik ve halkali lekelere neden olurlar.

e Yanikhk: Ozellikle yaprak, cicek ve geng siirgiinlerde sik rastlanan, kisa siirede hizla
ilerleyip blylyen ve lokal lekelerden farkli olarak sinirlari belli olmayan nekroza
yaniklik denir. Patojenlerin neden oldugu yanikliklar genel olarak fungal veya bakteriyel

kokenlidir.

e Yaralar: Abiyotik ve biyotik nedenlerden dolayi 6zellikle gévde, dal ve siirglinlerin
kabuk tabakalarinda ortaya c¢ikan c¢okiintl, ezilme, yarilma, parcalanma seklinde

meydana gelen 6li alanlardir.

e Clruklikler: Taze sebze ve meyvelerde ¢cogu zaman olgunluga yakin ya da olgunlasma
zamaninda bahgede baslayip depoda devam eden parankimatik doku bozulmalaridir.
Yumusak ve sulu c¢lrtklikler, kuru ciriklikler ve kok (odun) ¢lirtklikleri olmak Gzere

g farkh sekilde ortaya cikar.

e Solgunluk: Bitkide turgor basincinin dismesi veya herhangi bir nedenle hiicre ve
dokulara yeteri kadar suyun gidememesi sonucunda bitkinin solmasi ve porsiimesidir.

iki sekilde ortaya ¢ikar:

** Gegici  solgunluk: Fizyolojik nedenlerden kaynaklanir. Kosullar normale

doéndigiinde bitki tekrar eski haline donebilir.

%+ Surekli solgunluk: Patojenlerin istilasi sonucu bitki su iletimindeki aksamalar
sonucunda ortaya cikar. Bu hastaliklara vaskiler solgunluk hastaliklari denir. Bu

sekilde meydana gelen solgunluklarin geriye dénisu yoktur.

Renk Degisiklikleri: Bitkilerde normal olarak yesil olmasi gereken toprak tsti kisminin
bazi abiyotik ve biyotik faktorlerin etkisiyle sararmasi, beyazlasmasi veya kizarmasi
seklinde ortaya ¢ikan belirti tipidir. Bitkiye yesil rengi veren klorofilin tamamen ortadan
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kalkmasiyla beyazlasma, klorofil olusumunda ortaya cikan gerileme veya klorofilin zarar
gormesiyle sararma, dokuda antosiyan birikmesiyle kizarma seklinde ortaya gikar. En sik
rastlanan renk degisikligi sararmadir (kloroz). Klorozun nedeni bitkinin topraktan yeteri
kadar su ve mineral madde alamamasi, demir noksanligl, bacalardan ¢ikan kiikirtdioksit

(S0O;) gazi gibi abiyotik nedenler olabildigi gibi, bazi viral ve fungal etmenler de olabilir.

Sekil Bozukluklari (Deformasyonlar): Kiltlr bitkilerinin hiicre, doku ve organlarinda
ortaya ¢ikan, normalin izerinde veya altinda gelisme sekil bozukluklarina neden olur.
Nedenleri bakteri, fungus, virus gibi cesitli patojenlerin yani sira nematodlar, bécekler
ve hormon bilesikli herbisitler de olabilir. Timor olusumu ve bigimsiz olusumlar olarak

ikiye ayrilabilir:

e TUmor (ur) olusumu: Bitkinin gesitli kisimlarinda olusan tiimor, gal veya ur olusumu
asirt bolinmenin Urdnleridir. Bu olusumlar kok, gévde, dal, sirgiin, tomurcuk, yaprak,
gicek, meyve gibi bitkinin hemen her yerinde olusabilir. Urlar genellikle bitkinin kdk
bogazinda olusur. Ur olusumuna neden olan en yaygin rastlanan ve ¢ok konukgulu

patojen Agrobacterium tumefaciens’tir.

e Bicimsiz olusumlar (deformasyon, g¢alilasma, azmalar): Canli veya cansiz etmenlerden
kaynaklanabilir. Hormon karekterli herbisitler, toprakta zararli kimyasallarin
bulunmasi, genetik bozukluklar, toprak ve ¢evre kosullarindaki ani degisiklikler abiyotik
etkenler arasinda sayilabilir. Biyotik etmenler olarak ise bakteriler, virusler, viroidler,
fitoplazmalar, spiroplazmalar, nematodlar, bécekler sayilabilir. Biyotik faktérlerden en

fazla karsilasilan viral etmenlerdir [22], [23], [26], [27].

3.3.2 Bitki Stres ve Hastaliklarini Tespit Yontemleri

Bitkilerde stres/hastalik oldugu makroskopik belirtiler gortlerek veya hastalik etkeni
tanimlanarak anlasilabilir. Hastaligin tam olarak ne oldugu sorusunun cevabini

verebilmek icin cesitli yontemlerden yararlaniimaktadir.

Hastalik tespiti ve tanimlanmasi dogrudan veya dolayli yontemlerle yapilabilir. Dogrudan
yontemlerde c¢esitli molekiler ve serolojik yontemlerden yararlaniimaktadir ve
genellikle blyik sayida orneklerin analiz edilmesi gerektiginde kullanilir. Hastaliga

neden olan etken bu sekilde tanimlanmis olur. Dolayl yontemlerde ise morfolojik
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degisiklikler, sicaklk degisimi, solunum hizi degisikligi ve hasta bitkilerce ortama salinan

ucucu organik maddelerin tespit ve analizi yapilarak hastaligin ne oldugu ortaya

cikariimaktadir.

Dogrudan Yontemler: Cizelge 3.3'te, glnimizde kullanilan bazi dogrudan teshis

yontemleri ¢alisma limitleri, avantajlari ve sinirlamalari agisindan karsilastirilmistir.

Cizelge 3.3 Sik kullanilan direkt teshis yontemlerinin bir karsilastirmasi (CFU: colony

forming unit; koloni olusturucu birim) [28]

Yontem Adi | Tayin Limiti Avantajlar Sinirlamalar

(CFU/mI)

Etkinligi DNA ekstraksiyonuna
Olgunlasmis ve

bagli, inhibitorler, polimeraz
yaygin teknoloji, o
PCR 103-10% aktivitesi, PCR tamponu ve
tasinabilir, kolay
deoksi niikleosit trifosfat

kullanilabilir.
konsantrasyonu
Otofloresans, foto-isildama
FISH 103 Yuksek hassasiyet.
bozulmasi

Disik maliyet, renk
ELISA 10°-10° degisimi tespit Bakteriler icin distk hassasiyet

amacli kullanilabilir

Yiiksek hassasiyet,

IF 103 hedef dagilimi Foto-isildama bozulmasi

goruntilenebilir.

Cok sayida
. parametrenin ayni | Yiiksek maliyet, buyik miktarda
e 10 anda o6lciimda, hizli gereksiz bilgi
tespit.
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e Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hastalik etkeninin DNA veya RNA’sinin ekstrakte
edilerek 6zel primerler ve enzimler vasitasiyla amplifiye edilerek yiksek dogruluk ve

hassasiyette tespitine dayanan bir yontemdir.

e Floresans in-situ hibridizasyon (FISH), ozellikle bakteriyel patojenlerin tespiti icin
mikroskopi ve bitki érneklerinden elde edilen patojene 6zgii RNA sekanslarinin DNA
problari ile hibridizasyonuna dayanan bir yontemdir. Virlis ve fungus tespitinde de

kullanilabilmektedir [29].

e Enzim bagl immuinosorbent analizi (ELISA), hedef antijenlerin enzimle konjuge edilmis
antikorlara baglanmasi ve ortamda gorilen renk degisikligine bagh olarak tani

konulmasini saglayan bir sistemdir.

e immiinofloresans (IF), mikrobiyolojik &rneklerin analizinde kullanilan floresans
mikroskopisi temelli optik bir yontemdir. Bitki dokularindaki patojen enfeksiyonlari

hakkinda bilgi edinmek amaciyla da kullaniimaktadir.

e Akis sitometrisi (FCM), lazer tabanli bir optik yontem olup, hiicre sayimi ve
siniflandiriimasinin yani sira biyoissaretgi tespiti ve protein mihendisligi calismalarinda
da kullanilmaktadir. Analiz edilen hicrelerin bir sivi icerisinde akarken tespit ve

tanimlanmasina olanak saglar [30], [31].

Dolayll Yontemler: Bu tir yontemler, direkt olarak patojen tespit ve siflandirmasi
yapmak yerine, cesitli optik ve kimyasal yaklasimlarla bitkide stres varligi ve patojen

kaynakli hastaliklarin tespitinde kullaniimaktadir.

e Termografi, bitki ylzey sicakliklarinin isiya duyarli kameralarla takip edilmesi ve
sicakhk farklarinin tespit edilmesiyle 0zellikle transpirasyonu etkileyen Dbitki

hastaliklarinin tespitinde kullanilan bir ydontemdir.

e Floresans goruntileme, fotosentez ve iliskili mekanizmalarda degisiklige neden olan
hastaliklarin tespitinde kullanilan bir yéntemdir. Bu yontemde yapraklardaki klorofil

floresansi oOlglilerek sonug elde edilmektedir.

e Hiperspektral teknik, elektromanyetik spektrumun nispeten genis bir bolgesinin
(350-2500 nm) kullanildigl, G¢ boyutlu veri toplayabilen ve bu verilerin hizli analizine

imkan saglayan bir tekniktir. Bitki hastaliklarinin neden oldugu biyokimyasal ve
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biyofiziksel 6zelliklerdeki farklilklarin degistirdigi yansima (reflektans) degerlerinin

Olcimii ile hastalik tespiti yapilmasini saglar.

e Gaz kromatografisi, patojenlerle enfekte olan bitkilerin ortama yaydig1 ugucu organik
bilesiklerin analizi aracihg ile bitki hastaliklarini tespit etmeye yarayan bir yontemdir.
Uretilen bu bilesikler bitkinin maruz kaldigi stres tiirii konusunda oldukca spesifik
oldugundan, gaz kromatografi yonteminin verdigi sonuglar da stres tiirlinliin ve

hastalgin altinda yatan nedenin dogru belirlenmesinde 6nem arz etmektedir [32], [33].

Hastalik Tespit ve Teshisinde Sensérlerin Kullanimi: Calisma tlrine gore
(elektrokimyasal, optik, elektriksel, manyetik, titresim gibi) blyuk cesitlilik gosteren
sensorler, bitki hastaliklarinin tespit ve teshisinde kullaniabilmektedir. Ureticilerin
gercek zamanli veri analizi saglayan, hizli ve bitkiye 6nemli bir hasar vermeden
calisabilen sistemlere duydugu ilginin bir sonucu olarak son zamanlarda giderek artan

oranda kullanilmaktadir.

Sensdrlerin tayin limitleri sensoriin transduser kisminda nanomalzemelerin kullanimiyla
artinilabildigi gibi, hastalik ve muhtemel patojenle ilgili daha spesifik tanimlamalarin
yapilabilmesi icin de biyolojik taniyici elemanlarin kullanimi s6z konusu olabilir. Karbon,
polimer, metal veya metal oksit tabanli nanoparcaciklar gibi ¢esitli nanomalzemelerin
genis ylzey alani ve Ustln optik ve elektriksel 6zellikleri kullanilan biyosensoriin bazi
ozelliklerini giiclendirebilir. Ote yandan, antikor, enzim, DNA ve RNA gibi biyolojik
maddlerin sensorlerdeki taniyici bolgelerde kullanilmasiyla spesifik ve c¢ok hassas
Olclimler yapilmasina olanak saglanmakta ve ayrica bu maddelerin 6zel tanima boélgeleri

icermesi nedeniyle hatali sonuglar alma ihtimali diistriimektedir.

Biyosensorlerin kullanimi her ne kadar avantajli olsa da, 6zellikle kullanilan biyolojik
maddelerin yapisi geregi pH ve sicaklik gibi ortam sartlarina duyarli oluslari ve depo
Omdrlerinin uzun olamamasi kullanimlarini kisitlamaktadir. Bu nedenle daha basit ve
spesifik olmayan sensorlerin hastalik tespitinde kullanilmasi da olumlu karsilanabilir.
Bununla birlikte, gerceklestirilecek gelistirme ¢alismalari dogrultusunda, yakin gelecekte
bu tir sorunlarin en aza indirilecegi ve sensorlerin bahsedilen avantajlarinin daha pahali
ve karmasik olan sistemlerin yerini almalarini saglayabilecegi degerlendirilmektedir [28],

[34], [35].
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BOLUM 4

POTANSIYOMETRIK YONTEM VE iYON SECiCi SENSORLER

Potansiyel 6lcimiine dayal analitik yontemler “potansiyometrik yontemler” olarak
adlandirilir. Potansiyometrik yéntem, akimin ¢ok az gectigi veya hi¢c gecmedigi
elektrokimyasal sistemlerde calisma elektrotunun (indikator elektrot) karsilastirma
elektrotuna (referans elektrot) karsi iyon konsantrasyonuna bagh olarak sergiledigi
potansiyel degisiminin ol¢lldigu bir elektrokimyasal yontemdir. Potansiyel dlciimiine

dayali olan tiim analitik yontemler potansiyometrik yontemler olarak adlandirilir.

standart voltaj kavnag

H

degisken direnc

AMMA—

polarizasyvon direnci

gabranometre

—1k

bilintmeven voltaj

Sekil 4.1 Bir potansiyometrenin calisma prensibi [36]

Sekil 4.1’de gorildigi gibi, devredeki degisken direncin ayarlanmasi sayesinde standart
voltajin bilinen kismi bilinmeyen voltaja karsi isaretlenir. Bu voltaj degerleri birbirine esit
oldugunda galvanometreden akim ge¢cmez. Boylece bilinmeyen voltaj degeri, degisken

direncin pozisyonundan okunabilir.
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Potansiyometrik sistem, bir test hiicresi (elektrolitik ¢ozelti), buna baglantili olan
indikator elektrot (degisken potansiyel) ve referans elektrot (sabit potansiyel) ile kararli
bir potansiyometreden olusur. Bunlara “potansiyometrik hiicre elemanlari” da denir.
Analit ¢ozeltisine daldirilan indikator elektrotta (genellikle iyon segici elektrot), mevcut
iyon veya iyonlarin konsantrasyonuna bagli olan bir potansiyel degisimi meydana gelir.

Bu potansiyel degisimi Olgllerek iyonlarin derisimleri tayin edilebilir [37].

4.1 Potansiyometrik Tayin ve Nernst Esitligi

Potansiyometrik tayin ilkesi; analizi yapilacak numune icerisine iyon secici elektrotlarin
daldiriimasiyla, numune ¢ozeltisinin derisimine bagl olarak potansiyelde meydana gelen

degisimin gozlenmesi temeline dayanir.

lyon segici elektrotlarda, iyon segici membran i¢ standart ve test ¢dzeltisindeki iyonlari
birbirinden ayirir. Elektronlar, basit iyonlar veya test edilen iyonun yukli ya da nétral
kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart ¢ézeltinin kompozisyonuyla
orantili olarak tasinirlar. Boylece olusan elektrostatik motor kuvveti, standart referans

elektrot yari hiicresiyle membran elektrot yari hiicresi birlestirilerek olgulur.

Konsantrasyon ile elektrot potansiyeli arasindaki iliski asagida gosterilmistir.

aA+bB+....+ne” < cC+dD+.... (4.1)

Buradaki tersinir yari reaksiyon ele alindiginda, bir elektrotun potansiyel farki (E), Nernst

(Nernstian) Esitligi ile (4.2) verilmistir.

E—E°+ 21 n8c
Nk ajza

d
e (4.2)
B

E = indikator elektrot potansiyeli

E° = Standart elektrot potansiyeli

R = Gaz sabiti, 8,314 J.mol1.K*

T = Sicakhk, kelvin ( 0°C i¢in 273,15 K)

F = Faraday sabiti = 96486 J.volt™

an?, as®, acc ve ap? = Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri
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a, b, c ve d = yari reaksiyonda yer alan her bir tlriin mol sayisi
n= Alinan-verilen elektron sayisi

aj iyon aktivitesi olmak Uzere, esitlik (4.2) tek bir iyon igin yazilirsa, esitlik (4.3)’teki halini

alir.

E=E°+ ﬂIn a; (4.3)
nkF

(£); Anyonlar igin (-), katyonlar igin (+) olur.
Eger iyon aktivitesi a1’ den ay’ye degisirse potansiyel degisimi esitlik (4.4)'deki gibi olur.

RT, K6 a

E=E°+—In=2 (4.4)
nF a;

Esitlik (4.4)’e gore, ¢ozeltide iyon aktivitesinin artmasi sonucu elektrodun cevabi

logaritmik olarak gozlenir.

2,303RT, a,
S22 log 22 (4.5)

nkF a,

E=E°+

Eger olgimler 25 °C’de alinirsa, sabit sayilar yerine yazildiginda (4.5) esitligi (4.6) halini

alir.

0,0592, a,
+= — Iog — (4.6)

n a,

E=E°

Esitlik (4.6) ya gore; 25 °C'de E — IOg(a) iliskisinin teorik degisimi n yikli iyonlar igin

59,2/n mV’tur. Bu degisim genel olarak katyonlar icin pozitif anyonlar icin negatiftir.
Dolayisiyla tek yikli, iki yikli ve Gg yukld iyonlar icin bu deger sirasiyla 59,2, 29,6 ve
19,8 mV'tur [36], [37], [38].

4.2 Referans Elektrotlar

Referans elektrotlar, bir hiicrede kullanimi sirasinda potansiyeli degismeden kalabilen
elektrotlardir. Bu elektrotlara “standart elektrotlar” da denir. Diger bir deyisle elektrot
potansiyeli tam olarak bilinen bir yari hiicredir. Analit ¢ozeltisi ve bilesimi, referans

elektrot potansiyelini etkilemez. Bununla birlikte, eferans elektrot potansiyelinin
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sicaklikla bir miktar degistigi bilinmektedir. Referans elektrotlarin en dnemli 6zellikleri,
tekrarlanabilen sonuglar vermeleri ve lizerlerinden kiigiik akimlarin ge¢gmesi durumunda
dahi potansiyellerinde bir degisim olmamasidir. Potansiyel 6lgimlerde yaygin olarak

kalomel ve glimiis/giimus klorir (Ag/AgCl) referans elektrotlari kullaniimaktadir.

Kalomel elektrot, 25 °C sicaklikta standart hidrojen elektroduna karsi 244 mV civarinda
potansiyel veren bir civa/civa klorir (Hg/HgCl) yari hiicresi olarak tanimlanabilir. Kalomel

elektrotta gergeklesen reaksiyon asagida verilmistir.
HgaClo) + 2 <:> 2Hg(s)+2CI (4.7)

Nernst esitligi uygulanirsa,

E=E° -&592 oglcr | (4.8)

seklinde bir denklem elde edilir. Buna goére elektrot potansiyelinin sadece Cl" iyonuna
bagh oldugu gorilmektedir. Esitlik 4.7'ye gore, eger ortamdaki klor iyonu
konsantrasyonunda bir azalma meydana gelirse, Hg2Cly ¢oziinerek ortama klor iyonu
verir ve bodylece konsantrasyonun sabit kalmasi saglanir. Bunun sonucu olarak, elektrot
potansiyelinin dogrudan klor iyonu konsantrasyonuna bagh oldugu g6z éniine alinirsa,
elektrot potansiyeli sabit kalmaktadir. Ayrica yine Nernst esitliginden cikarilan bir diger

sonug olarak, kalomel elektrot potansiyelinin sicaklikla degistigi soylenebilir.

GUmis/glims klorir elektrot, ¢cok kullanilan bir baska referans elektrottur. Genellikle
bir gimis veya platin tel ylzeyine glimis kloriir kaplanmasiyla hazirlanir. Elektrot

reaksiyonu asagida verilmistir.

AgCl 1y + e 2 Ag (v +CI (4.9)
Nernst esitligi uygulanirsa,

E=E°-0,059log[CI'] (4.10)

seklinde bir denklem elde edilir. Goérildugu gibi, elektrot potansiyeli burada da kalomel
elektrotta oldugu gibi klor iyonu konsantrasyonuna baghdir. Elektrotta indirgenme veya
ylkseltgenme tepkimeleri sonucu olusabilecek potansiyel degisimine karsi, ortama
konulan potasyum kloriir tampon goérevi yapar. Gimus/gumus klorur elektrot, standart

hidrojen elektroduna karsi 0,197 voltluk bir potansiyel degeri verir.
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Kalomel elektrotlar 50 °C’den yuksek sicakliklarda tercih edilmez. Gimus/gumus klorir
elektrotlar ise 275 °C’ye kadar kullanilabilir. Ayrica kalomel elektrotta kullanilan civanin
toksik olmasi da, bu elektrotlarin nispeten daha az tercih edilmesine neden olmaktadir

[36], [38], [39], [40].

4.3 iyon Segici Elektrotlar

Bircok iyonun yaninda tek bir iyona segici olarak cevap sergileyen elektrotlara iyon segici
elektrotlar adi verilmektedir. Bu elektrotlar serbest iyon aktivitesine duyarhdir. lyonik
siddetin sabit tutulmasi halinde, konsantrasyon ve iyonik aktivite dogru orantili
oldugundan dolayi, iyon segici bir elektrot kullanilarak bir ¢ozeltide kullanilan elektrodun

secici oldugu iyon konsantrasyonu olcllebilir.

lyon secici bir membran, tiim iyon segici elektrotlar icin en énemli bilesendir. Sensériin
analitteki tim diger iyonlarin yaninda hangi iyona secici olacagi membranla belirlenir.
Eger iki faz arasindaki sinir, yani buradaki durumda membran, iyonlar tarafindan
gecilirse, iki fazda da farkh potansiyellerin meydana geldigi bir elektrokimyasal denge
durumu olusur. Eger sadece tek bir iyon bu siniri asarsa, iki faz arasindaki bu potansiyel
farki sadece bu iyonun iki fazdaki aktiviteleriyle belirlenir. Burada bir diger husus, hicbir
elektrodun sadece bir iyona cevap vermedigi ve bazi iyonlarin girisim yapabildigidir.

Bununla birlikte, bu elektrotlar sadece bir iyona karsi secicilik gosterirler.
lyon-secici elektrotlarin bir¢ok alt sinifi mevcuttur. Bunlar asagida verilmistir.

Cam iyon-segici elektrotlar

Metalik (kati-hal) iyon-segici membran elektrotlar (1., II. ve lIl. Sinif)
Kaplama tel elektrotlar

Sivi-hal iyon-secici elektrotlar

Gaz ve enzim elektrotlar

lyon-secici alan etki transistorleri

Sivi-membran iyon-secici elektrotlar (polimer-membran elektrotlar)

© N o .~ wWw NoE

Kompozit elektrotlar

Bu calismada bittindyle kati hal kompozit elektrotlar Gretilmis ve kullaniimistir.
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lyon-secici elektrotlar genellikle asagida belirtilen dort farkh analitik uygulamada yaygin

olarak kullanihr.

1. Dogrudan olcimler,

2. Potansiyometrik titrasyonlarin donim noktalarinin tayini,
3. Denge sabiti ve buna bagl fiziksel sabitlerin hesaplanmasi,
4. Hareketli ortamlarda dedektor olarak kullanim.

Tez g¢alismalarinda iyon segici elektrotlar dogrudan dlgtimler igin kullanilmistir. Bir iyon
veya molekilin dogrudan potansiyometrik Olgimle tayini hizh ve basittir, sadece
indikator elektrodun deney ¢6zeltisindeki potansiyeli ile analitin bir veya birden fazla
standart ¢ozeltisine daldinldiginda kazandigi potansiyellerin kiyaslanmasini gerektirir.
Cogu indikator elektrot segici oldugu icin 6n ayirma islemlerine nadiren gerek duyulur.
Ayrica dogrudan potansiyometrik dlciimler zaman alici degildir ve iyon aktivitelerinin

surekli ve otomatik tayini icin kolayca uygulanabilir.

lyon-secici elektrotlar analit konsantrasyonlarini dogrudan ve secimli olarak dlgmek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogrudan o6l¢im yontemlerinden en sik kullanilani,
Olciimi yapilan bir iyonun konsantrasyonuna karsi Olciilen potansiyelin grafige
sistemi, test ¢ozeltisinin iyonik siddetindeki ve pH’daki degismeler veya yabanci kimyasal

bilesiklerin konsantrasyonu, girisim yapan iyonlar ve sicaklk degismeleri etkilemektedir.

Kalibrasyon egrisi yontemi oldukg¢a dogru sonug verir. Fakat fazlaca 6l¢cim gerektirir.
Eger kalibrasyon almak igin kullanilan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlari, 6lgiimi
yapilan iyonun konsantrasyonuna yakinsa yéntemin dogrulugu daha da artabilir. Sekil
4.2'de basit bir kalibrasyon grafigi gorilmektedir. Bu yontemle analit potansiyeline (Ex)
karsilik gelen bilinmeyen konsantrasyon (Cx) kalibrasyon grafigi ile tayin edilebilir [36],

[38], [41], [42].
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Potansiyel (mW)
H

Sekil 4.2 Basit bir kalibrasyon grafigi [38]

Dogrudan oOlclim yontemlerinden ikincisi standart ekleme yontemidir. Bu yontem,
bilinen hacimdeki bir analit ¢6zeltisine standart ¢ozeltinin bilinen hacimde ilavesinden

once ve sonra elektrot sisteminin potansiyelinin élglilmesine dayanir [42].

Standart ekleme yénteminin kalibrasyon yontemine gére avantaji; matriks etkisinden
kaynaklanabilecek girisimlerin en aza indirgemis olmasidir. Numune igerigi
kalibrasyonda birbirinden farkli iken, standart eklemede ayni ortam sartlari saglanir.

Sekil 4.3’te standart ekleme metodu ile iyon tayini grafiksel olarak gérilmektedir.

&
B
- PR -
Pl
=¥ R
I 1 I I

: + H v ,

i S S S SR

G Cr G2 C3 C4  C(Derigim)

Sekil 4.3 Standart ekleme metodu ile iyon tayini [38]

4.4 yon Segici Elektrotlarda Performansin Degerlendirilmesi

4.4.1 Segicilik

Sadece tek bir iyona duyarl bir elektrot yoktur. Bir iyonu olgmek icin kullanilan bir
elektrot, baska bir iyona da duyarhlik gosterebilir. Girisim yapan diger iyonlarin varhgi
elektrot performansini bliyik olciide disirir. Bu iyonlarin girisimi, elektrot membranin

yapisina bagli olarak cesitli sekillerde olabilir. Secicilik bir iyon secici elektrodun en
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onemli oOzelliklerinden biridir. Analitin glvenilir sekilde 6l¢ilip O6lcllemeyecegi

elektrodun segciciligine gore anlasilir.

Nernst esitliginin genisletilmis bir hali olarak da degerlendirilebilen Nikolsky-Eisenman
tarafindan onerilen denklemde ilk kez secicilik sabiti terimi kullaniimistir. Pek ¢ok ISE

asagidaki esitlige uygun davranir.

e _po_ 0,059
n

log [ax +E(k§f’yt ay”X’”y)] (4.11)
Bu denklemde;

ax = Olglilecek iyonun aktivitesi,

ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi,

Nx, Ny = Her bir iyonun yikd,

kP, = Secicilik katsayisidir.

Yukaridaki denklem, bir elektrodun ol¢lilecek iyona ve girisim yapan diger iyona cevabini
gosterir. Secicilik katsayisi degeri blyldiikce, elektrodun esas 6l¢lilmek istenen iyona

duyarhligi azalir. Girisim yapan iyon olmamasi durumunda elektrot Nernst degisimi

gosterir [43].

4.4.2 Cevap Zamani

lyon-secici elektrotlarda cevap zamani elektrodun fiziksel yapisiyla yakindan ilgili olup,
membranin duyarli kismiyla ¢ézeltideki iyonun dengeye gelmesi icin ge¢en zamandir.
Uluslararasi Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi'ne (IUPAC, 1994) gore dengeye gelme
zamaninin % 95’i olarak alinir ve tes olarak gosterilir. Bu ayni zamanda denge

potansiyelinin de %95’ine karsilik gelen degerdir [42].

Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olusmasi i¢in tasinmasi gereken

iyonlarin aktif elektrot ylizeyine ulasmalarini geciktirir ve cevap zamanini etkiler.

4.4.3 Tayin Siniri

lyon-secici elektrotlarin tayin limiti, membran ara fazinda él¢ilebilir bir potansiyel farki

meydana getiren en disik iyon konsantrasyonu olarak tanimlanir. IUPAC (1994)’a gore
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tayin limiti olarak, tek yiklG anyon ve katyonlara duyarl elektrotlarda elektrotun sabit
potansiyel degerinden + 18 mV farkhlik gosterdigi potansiyel degerine karsilik gelen
madde miktari alinirken, bu potansiyel farki iki yikli anyon ve katyonlar igin £9 mV ve

Ug yuklu iyonlar igin de £6 mV olarak kabul edilmistir [42].

Cogu iyon secici elektrot icin tayin limiti 10® M civarindadir. Bazilarinda ise 10 M gibi
degerler verilmektedir. Bu limitler, ortamda bulunan girisim yapan iyonlar ve molekdller

ile ters yonde etkilenebilir.

4.4.4 Dogrusal Calisma Arahigi

lyon segici elektrotlarin dogrusal ¢alisma araligi, kalibrasyon egrisinde veri noktalarinin
dogrusalliktan 2 mV’dan daha fazla sapmadigi aralik olarak tanimlanir. Bu deger cizilen
kalibrasyon grafiklerinden hesaplanabilir. Calisilan araliktaki konsantrasyon-potansiyel

degisiminin dogrusalligi R degeri ile verilebilir.

4.4.5 Kullanim Omri

lyon secici elektrotlarda kullanim &mrii, Nernst cevabi sergiledikleri siire olarak
tanimlanir. Kullanim émriinin belirlenmesi igin, belirli araliklarla on katlik konsantrasyon
degisimlerinde elektrodun sergiledigi potansiyel farklari incelenir. Bu potansiyel farklar
zamana karsi olusturulan bir grafige gecirilerek egim belirlenir. Egimde 6nemli bir fark

meydana gelmedigi siirece elektrot glivenli bir sekilde kullanilabilir.

4.4.6 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, farkli konsantrasyonlardaki standart c¢o6zeltilerde elektrodun
uzaklastirilip yikandiktan sonra tekrar g¢ozeltilere daldiriimasiyla sergiledigi potansiyel
degerlerinin standart sapmasi olarak verilebilir. Hatalarin en aza indirilebilmesi ve

glvenilir sonuclar elde edilebilmesi icin tekrarlanabilirlik dnemli bir 6zelliktir.

4.4.7 pH Calisma Araligi

lyon secici elektrotlarin pH calisma araliklari arastirilirken genelde elektrodun segici
oldugu ana iyonun 0,1 M, 0,01 M veya 0,001 M derisimini iceren tampon c¢ozeltiler

kullanilir. Tampon c¢ozeltilerin pH’si genelde 2,0-12,0 arasinda degismektedir. Bu
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¢ozeltilerin potansiyelleri 6lgullr ve pH’ya karsi grafige gegirilir. Potansiyelde 6nemli bir
degismenin meydana gelmedigi pH araligi elektrodun pH ¢alisma araligi olarak alinir [36],

[38].
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BOLUM 5

MATERYAL VE METOD

5.1 Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Bitkiler

Tetrahidrofuran (THF), yiksek molekil agirlikl polivinilkloriir (PVC), o-nitrofeniloktileter
(NPOE), [12, (4-etil fenil) dodesil], potasyumtetrakis(p-kloro)fenilborat (KTpCIPB) ve
grafit, Fluka (Bucks, Switzerland) firmasindan, epoksi recinesi (Ultrapur SU 2227 Victor
(Italy) firmasindan, sertlestirici (Desmodur RFE) Bayer AG (Germany) firmasindan,
calismada kullanilan diger bitin tuzlar Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan
saglandi. iyonofor madde olarak kalsiyum iyonofor IV (N,N-Dicyclohexyl-N',N'-
dioctadecyl-3-oxapentanamide, (Cs2H100N203) Ma: 801,37 gr/mol) Merck (Darmstadt,

Germany) firmasindan tercih edildi.

Calismada kullanilan kaktis bitkileri (E. Candicans) Ertas Tohumculuk Ltd.’ten (istanbul)

temin edilmistir.

5.2 Kullanilan Cihazlar

Calismada ultra saf su cihazi (18.2 MQ, Purelab flex, ELGA), manyetik karistirici (SB 162
3, Stuart), cok kanalli potansiyomtre cihazi ve ilgili yazilimi (ISEMS-4, Medisen) ve analitik
terazi kullanilmistir. Potansiyometrik Olcimlerde referans elektrot olarak Ag/AgCl

referans elektrot kullaniimistir.
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5.3 Deneysel Calisma

Cahsmada kullanilacak elektrotlarin potansiyometrik performanslarinin 6lglilmesi igin
standart katyon ¢ozeltileri kullanilmistir. Standart katyon c¢ozeltileri, kalsiyum klorir
tuzundan hazirlandi. Bltln standart stok ¢ozeltileri deiyonize su ile analitik safliktaki

maddelerden 0,1 M olacak sekilde hazirlanarak istenilen derisimlere seyreltilmigtir.

Bltlndyle kati hal kompozit kalsiyum segici mikroelektrodun gelistirilmesi kati kontakt
ve membran hazirlama safhalarindan olusmaktadir. Elektrotlar hazirlanirken, éncelikle
elektrotun en i¢ kismini olusturan kati kontakt karisimi bir bakir tel Gzerine kaplandi ve

hazirlanan PVC membran kokteylleri daha sonra bu kati kontakt yilizeyine kaplandi.

Kati kontaktlarin karisimi hazirlanirken, agirlikca %50 grafit, %35 epoksi recinesi ve %15
sertlestirici iceren karisim THF ¢o6zlcusl icerisinde ¢o6zlldli. Uygun viskozite
saglandiginda, bir bakir tel (yaklasik 0,4-0,5 mm c¢ap ve 5-10 cm uzunlukta) Gzerine bu
karisim 6-8 defa daldirilarak kaplanir ve oda sicakliginda bir gece bekletildi ve kullanima
hazir hale getirildi. En uygun oldugu belirlenen membran bilesimi olarak %2 (w/w) aktif
madde (kalsiyum iyonofor IV), %68 (w/w) plastiklestirici (NPOE), %29 (w/w) PVC,
%1(w/w) KTpCIPB kompozisyonuna sahip bir membran c¢ozeltisi (300 mg) hazirlandi.
Membran kokteyli THF ¢ozliclsu icerisinde (3 ml) iyice karistirilarak hazirlandi. Kati
kontakt daha sonra bu membran kokteyline daldirilarak kaplanmasi saglandi ve

kullanimdan dnce 102 M CaCl; ¢dzeltisi icerisinde 5-24 saat bekletilerek sartlandirildi.

Sekil 5.1 Uretilen kalsiyum secici elektrotlar
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Hazirlanan Ca?* secici mikroelektrotlarin potansiyometrik davranislari, segicilikleri
(secicilik katsayilari ayri ¢ozelti metoduyla hesaplandi), cevap zamanlari, kullanim

omdirleri, tayin limitleri ve pH galisma arahgi arastirildi.

Elektrotlarin performansi belirlendikten sonra, bitkiler Gzerinde ¢alisma asamasina
gecildi. Toplam 4 kaktis bitkisinden 1 adedi kontrol, 2 adedi NaCl tuzlulugu stresi ve 1
adedi de soguk sokuna maruz birakilarak soguk stresi tespiti icin kullanildi. Bitkilerin
hepsi, ¢alisma baslamadan 6nce ayni kosullarda tutuldu. Bitkiler hidroponik ortama
alinarak Gzerlerine ksilemle baglantili olacak sekilde birbirine miimkiin oldugunca yakin

birer adet referans ve galisma elektrotlari yerlestirildi.

Sekil 5.2 Kaktis bitkisine yerlestirilmis kalsiyum secici ve referans elektrotlar

Soguk stresi 6lcimi yapilan bitki, 20 °C sicakliktan alinip ani olarak -20 °C sicakliktaki
ortama yerlestirilerek 10 dk boyunca distk sicakliga maruz birakildi ve daha sonra tekrar
20 °C sicakliktaki ortamda elektrotlar yerlestirilmek suretiyle potansiyometrik 6l¢iim

yapildi.

Tuzluluk stresi oOlcimi yapilan bitkiler icin, 6ncelikle hidroponik ortama alinip
elektrotlari yerlestirildikten sonra olcime baslandi. Belli bir sabit potansiyel elde
edildikten sonra her iki bitki besin ¢ozeltisine de toplam 150 mM konsantrasyonda

olacak sekilde NaCl eklendi.

Tum bitkiler icin dlclimler 27-50 saat araliksiz devam ettirildi.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Bir 6nceki bolimde anlatilan yontemle ve her elektrot icin ayni yontem kullanilarak ¢cok
sayida sensdr hazirlandi. Ozdes sensérlerden en iyi performansi sergileyen sensér

secilerek potansiyometrik performans 6zellikleri ortaya konulmustur.

6.1 Elektrot Performansi

Hazirlanan elektrotun potansiyometrik davranisi, konsantrasyonu 10%-10"* M arasinda
degisen standart katyon (Mg?*, Ca?*, Li*, Na*, K*, NH4*, Sr?*, Ba?*) cozeltileri kullanilarak
test edildi. Hazirlanan elektrotlarin, diger iyonlar yaninda Ca?* iyonuna karsl segici

oldugu, hizli ve tekrarlanabilir cevap sergiledigi gdzlemlenmistir.

Sekil 6.1’de, 10°-10"' M konsantrasyon araligindaki standart Ca?* ¢ozeltilerine (dusuk
konsantrasyondan yiksek konsantrasyona ve sonra tekrar diistik konsantrasyona dogru)

sirasiyla daldirilan 6zdes elektrotlarin potansiyometrik davranisi gérilmektedir.
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Sekil 6.1 Ozdes elektrotlara ait potansiyel-zaman grafikleri

Elektrodun performans 6zellikleri asagida verilmistir.

6.1.1 Tayin Limiti

Yapilan 6l¢imler sonunda tayin limitinin 3,26x107° M oldugu hesaplanmistir.

CalV Membran Elektrot
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(o2}
(oo}

-logc

Sekil 6.2 Ol¢iimlerde kullanilan elektrotlarin tayin limiti grafigi

6.1.2 Secicilik Sabitleri

Secicilik sabiti 6lciimleri yapilirken girisim yapan iyonlarin 10¢-10"* M arasinda degisen
standart katyon c¢dzeltileri hazirlandi. Daha sonra, Ca%*-Secici PVC-Membran elektrot ile

ana iyon c¢ozeltisinin ve girisim yapan iyon c¢ozeltilerinin potansiyometrik olclimleri
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alindi. Ca?*-Segici PVC-Membran elektrotun farkli iyonlara karsi sergiledigi

potansiyometrik davranis Sekilde verilmistir.

Ca IV Membran Elektrot
——Ca
510 - —a— Mg
490 - A Na
470 e L
S 450 - e K
€ 430 - o Ba
Y410 - S
3901 : NrH4
370 -
350 ; ; ; .
0 2 4 6 8
-log c

Sekil 6.3 Elektrotun farkli iyonlara karsi sergiledigi potansiyometrik davranis

Bu calismada girisim yapan iyonun 1072 M’lik ¢6zeltisinde 6lglilen potansiyele esit
potansiyel veren ana iyon ¢ozeltisinin konsantrasyonu belirlenip SSM (seperate solution

method)’a gore segcicilik sabiti hesaplanmistir.

Cizelge 6.1 Elektrotlar icin hesaplanan segicilik sabitleri

Girisim Yapan iyon Kii log Ki;
Mg2* 2,39x10 3,62

Na* 1,09x107* -3,96

K* 7,38x107° -4,13

Li* 1,47x107* -3,83

NH.* 3,06x10™ -4,51

Sr2t 9,43x107? -1,02

Ba%* 1,70x1073 -2,77

Cizelgeden de anlasilacagl gibi hazirlanan Ca?*-Segici PVC-Membran elektrot, diger

iyonlarin yaninda Ca2* iyonuna karsi oldukgca secicidir.
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6.1.3 Cevap Zamani

Sekilde goruldugu gibi elektrot sirasiyla 107 M -10"® M standart kalsiyum ¢ozeltilerine
ve 10° M -107! M standart kalsiyum cézeltilerine daldirilarak élgtimler alinmistir. 10% M
Ca?* ¢ozeltisinden 103 M Ca?* cozeltisine geciste elektrotun potansiyelinin dengeye
gelme zamaninin %95’ine denk gelen slire hesaplanarak cevap zamani bulunmustur.

Cevap zamani, tos < 6s olup ¢ok kisadir.
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400 320
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Sekil 6.4 Ca%*-Secici PVC-Membran elektrotun cevap zamani

6.1.4 Dogrusal Calisma Araligi

Elektrotun dogrusal calisma arahigi 10! ile 10° M arasinda degismektedir. Elektrot bu
konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir davranis géstermekte olup elde edilen dogrunun

denklemi ve R? degeri Sekil 6.5 Gzerinde verilmektedir.
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Sekil 6.5 Olciimlerde kullanilan elektrotlarin dogrusal calisma aralig

6.1.5 Tekrarlanabilirlik

Elektrot, 104, 103, ve 102 M lik kalsiyum ¢6zeltilerine sirayla 25 defa daldirilmis ve herbir
Olclimden sonra potansiyometrede yaklasik ayni potansiyel degerleri okunmustur. Bu

durum elektrotun tekrarlanabilirliginin iyi oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 6.6 Ca%*-Secici PVC-Membran elektrotun tekrarlanabilirligi

6.1.6 pH Calisma Arahgi

Hazirlanan elektrotun pH calisma aralig; pH’si 3—10 arasinda degisen 103 M ve 1074 M
sabit Ca?* miktar iceren 5x10~3 M fosfat tamponu cozeltilerinde alinan 6él¢imlerle
belirlenmistir. Sekilde goruldugl gibi pH arttikca sabit olmasi gereken potansiyel
degerleri bir miktar azalmakta fakat pH=4-9 araliginda elektrot ortam pH’sindan ¢cok
fazla etkilenmeden calisabilmektedir. ilk olarak elektrot, 101 M -10° M standart
kalsiyum c¢ozeltilerine daldirilarak kalibrasyon grafigi cizilmis, daha sonra hazirlanan

tampon ¢ozeltilerinde 6lgiim alinarak pH davranisi gézlemlenmistir.

Ca IV Membran Elektrot pH Davranisi
500 ~
450 ~
E —e— Kalibrasyon
! 400 4 —=—10-3MCa
350 —— 10-4 M Ca
300 T T T T T
0 2 4 6 8 10
-log ¢ pH

Sekil 6.7 Ca%*-Secici PVC-Membran elektrotun pH ¢alisma aralig
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Hazirlanan Ca?*-Secici PVC-Membran elektrot pH=4 ile pH=9 arasinda belirgin bir

potansiyel degisimi gostermemektedir.

6.2 Bitkilerde Kalsiyum Takibi Sonuglari

Bu kisimda incelenen grafiklerde, potansiyeldeki artis kalsiyum konsantrasyonunda
artisa ve potansiyel degerindeki azalma da kalsiyum konsantrasyonunda azalmaya isaret
etmektedir. Her bir deneyde kullanilan elektrot, potansiyel-konsantrasyon iliskisini
kendine 6zgli sekilde etkilemektedir. Elektrot 1, her 10 kat kalsiyum konsantrasyon
degeri degisimine karsilik 18.2 mV potansiyel degisimi gostermektedir. Elektrot 2 ise,
kalsiyum konsantrasyonundaki her 10 kat degisime karsilik 15.7 mV potansiyel degisimi

gostermektedir.

6.2.1 Soguk Soku

Bitkinin soguk stresine cevabini 6lgmek amaciyla Elektrot 1 kullanilmistir. Bitki, soka
maruz birakildiktan hemen sonra gévdede yara acilip referans ve calisma elektrotlari
yerlestirilmek suretiyle incelenmistir. Sekil 6.8 incelendiginde, kisa slire sabit ilerleyen
bitki ksilem kalsiyum degerinde ilk olarak 1-1,5 saat icerisinde 10 mV degisim, yani
yaklasik 5,5 katlik bir artis goriilmustiir. Daha sonra bir siire sabit kalan kalsiyum degeri,
yaklagik 20. saate kadar birbirini takip eden 2,5-5 katlik artma ve azalmalar seklinde
dalgalanmalar gostermistir. 20 saatten sonra kalsiyum degerinde yaklasik 1,5 saatlik

periyotlarda 6’sar kat olmak lzere duizenli ve strekli bir azalma gorilmustir.
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Sekil 6.8 Soguk soku, 0,2-27. saatler arasinda 6l¢lilen potansiyel degerleri

6.2.2 Tuzluluk

Bitkinin tuz stresine cevabini 6lgmek amaciyla yapilan her iki élcimde de Elektrot 2
kullanilmistir. ilk 6l¢iim igin, elektrotlar yerlestirildikten sonraki 2. saatte 50 mM NaCl
¢Ozeltisi elde edecek miktarda NaCl, bitkinin besin ¢ozeltisine eklenmistir. Daha sonra 3
ve 4. saatlerde ortamdaki NaCl konsantrasyonu sirayla 100 ve 150 mM seviyesine
cikarilmistir. NaCl ilk eklendigi andan itibaren (t=2 saat) yaklasik 5 saat boyunca, ksilem
kalsiyum konsantrasyonunda sirekli bir azalma (toplam 9-10 kat) tespit edilmistir. Daha
sonraki 5 saat sliresince sabit bir kalsiyum konsantrasyon degeri okunmustur. Takip eden
12 saatte kalsiyum konsantrasyonu dizenli ve stirekli bir artis gostermis ve t=24. saatte
toplam 15-16 kat artisla maksimum konsantrasyonuna ulasmistir. 24-27. saatler

arasindaki degerler yaklasik olarak sabittir (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9 NaCl stresi, 0-27. saatler arasinda 6l¢lilen potansiyel degerleri

Sekil 6.10'da, besin cozeltisindeki NaCl konsantrasyonu t=0 aninda 150 mM olacak
sekilde tuzluluga maruz birakilan kaktis bitkisinin ksilem kalsiyum konsantrasyonundaki
degisim gorilmektedir. Elektrotlar yerlestirildikten sonra, kalsiyum konsantrasyonunda
yaklasik 6 saat boyunca hizli bir yikselis goze carpmaktadir (12-12,5 kat). Sonraki 3
saatte hemen hemen sabit ve maksimum degerde bir konsantrasyon okunmustur. Takip
eden 27 saat boyunca sirekli olarak ve biyik oranda (yaklasik 30 kat) bir dists ve
minimum degerden sonra 4 saat siresince hafif bir ylkselis (1-1,5 kat) gortlmustar.

Daha sonraki 10 saat sliresince konsantrasyon degeri sabit bir seyir izlemistir.
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Veri Analiz Grafigi
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Sekil 6.10 150 mM NaCl, 0-50. saatler arasinda olglilen potansiyel degerleri

6.2.3 Kontrol

Bu deneyde Elektrot 1 kullanilmistir. Bu elektrot, her 10 kat kalsiyum konsantrasyon
degeri degisimine karsilik 18.2 mV potansiyel degisimi gostermektedir. Kontrol amacgh
olarak kullanilan kaktis bitkisi ksileminde, elektrotlarin yerlestirilmesinin ardindan 12
saat boyunca giderek azalan oranda ama sirekli bir potansiyel artisi kaydedilmistir. S6z
konusu artis vyaklastk 135 mV olarak gorilmektedir ki, bu da kalsiyum
konsantrasyonunda yaklagik 72 kat artis anlamina gelmektedir. Kalan 38 saat sliresince
degisim cok hafif seyretmis ve 50. saatte okunan konsantrasyon degerinin maksimum

degerden yaklasik 7 kat az, baslangic degerinden 65 kat fazla oldugu gortlmustr.
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Sekil 6.11 Kontrol bitkisine ait kalsiyum elektrot potansiyel degerleri (0-50 saat)

6.3 Tartisma

Deneyler sonucu elde edilen sonuglar bir bltlin olarak incelendiginde, ilk olarak goze

carpan birkac¢ nokta vardir.

e Elektrotlar yeterli performansla ¢alismaktadir ve diger iyonlardan minimum seviyede

etkilenmektedir.

e Hangi kosul altinda olursa olsun, istisnasiz olarak potansiyel ve dolayisiyla kalsiyum

konsantrasyonlarinda ilk birkag¢ saatte 6nemli artislar gérilmustar.

e Tuzluluk stresi olclimlerinde bitkilerde genel olarak, ksilem kalsiyum
konsantrasyonunda (ilk artisin ardindan) 6nce blyuk bir disis, daha sonra ise bir

miktar artis olmustur.

e Soguk stresi 6lcimiinde, ksilem kalsiyum konsantrasyonunda dalgalanmalar ve bunu

dizenli araliklarla takip eden buyik bir dists gérilmustar.

Bu noktada, alti Gnemle cizilmesi gereken bir husus vardir. Bitki hiicrelerindeki sitozolik
kalsiyum konsantrasyonu, mekanik uyartilar ve yaralanmalara karsi hizli bir yikselis
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gosterir. Ancak bu yikseliste kullanilan kalsiyum kaynagi birincil olarak hiicre igi
depolardir. Bu nedenle yaralanma sonucunda ksilem kalsiyum konsantrasyonunda
onemli bir degisim meydana gelmesi beklenmez. Ancak bitkinin yaralanmaya karsi
yanitlarinin, lokal ve sistemik kalsiyum konsantrasyonunda dolayl yoldan nasil bir
degisime neden olabilecegi ve hatta bir degisime neden olup olmadigl net degildir.
Deneyde kullanilan tim bitkilerde, elektrot yerlestirme amagli olarak benzer biyukliikte
yaralar acilmistir. Bitkilerin hepsinde ilk birkac¢ saatte kalsiyum konsantrasyonlarinda
degisen oranlarda artis gozlenmistir. Ancak, kontrol bitkisinde gézlenen 72 kat gibi cok
blyik orandaki kalsiyum konsantrasyon artisinin tek nedeni olarak yaralanmayi
gostermek glictir. Bununla birlikte, s6z konusu artisa tam olarak neyin neden oldugu

bilinmemektedir.

Tuzluluk stresi, ksilemdeki kalsiyum konsantrasyonunu birkag yoldan etkiler. Yiksek
sodyum konsantrasyonu, kalsiyum alimini sinirlayarak ksilem degerinde diismeye sebep
olabilir. Ayrica bitki sinyal iletim mekanizmalari tuzluluk stresiyle harekete gecer ve
giderek artan sayida bu durumdan etkilenen hiicre, birincil olarak apoplast ve vakuoller
aracihg ile sitozol kalsiyum konsantrasyonlarini artirir. Dolayisiyla ksilemdeki kalsiyum
konsantrasyonunda saatler siiren bir azalma gorilmesi muhtemeldir. Bitkinin bundan
sonraki davranisi tolerans gosterip goéstermemesine gore degisebilir. Tolerans gosteren
bitkiler, hiicre membranlarindaki iyon pompalari araciligi ile fazla sodyumu disari atar.
Ayrica koklerden sodyum alimi sinirlandirilir. Sodyum miktarinin azalmasi ile sitozolden
apoplasta ve hiicre ici depolara kalsiyum atilimi paralel olarak goézlenebilir. Biitliin bu
bilgiler gbz 6nline alindiginda, tuzluluk stresi uygulamasi yapilan kakttslerin her ikisi icin
de kalsiyum aracilikl sinyal mekanizmalarinin harekete gegirilerek tuzluluk stresine karsi
direncg gosterildigi ve bunun elektrotlar vasitasiyla takip edilebilidigi; yani bu iki bitkide

stres sinyallerinin tespit edilebildigi soylenebilir.

Soguk soku uygulamasi yapilan bitkinin ksileminde, uzun bir siire boyunca kalsiyum
dalgalanmalari olarak isimlendirilebilecek bir durum ortaya c¢ikmistir. Normalde,
bitkilerin soguk sokuna maruz kalmalari durumunda sitozol kalsiyum
konsantrasyonlarinda dalgalanmalar gorilmektedir. Baslangigtaki artis, sicaklik degisimi
kaynakli elektrot potansiyelindeki artistan kaynaklaniyor olabilir. Daha sonraki
dalgalanmalar ise stres sonucu meydana gelen hiicre ici kalsiyum konsantrasyonlari
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degisimlerini yansitabilecegi gibi, bitki besin ortaminda sodyum gibi kalsiyum alimini
kisitlayici elementlerin miktarlari yiksek olmadigindan, bitkinin ortamdan kalsiyum
alarak kullanmasi ve bu olayin tekrarlanmasi sonucunda da gergeklesmis olabilir.

Deneyin sonlarina dogru tespit edilen kalsiyum disuslerinin sebebi bilinmemektedir.

Sonuc olarak, kalsiyum secici elektrotlarin bitki stresinin erken tespitinde kullanilabilir
olduklari séylenebilir. Ancak bu durumun sinirlarinin dogru bir sekilde anlasilabilmesi
icin, farkli yontemlerin kullanimiyla desteklenen daha kapsamli calismalara ihtiyac

vardir.
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