EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZi)

DERIN EKIiLEN BUGDAY CESITLERININ
GOVDE UZAMASINDA
REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS) VE BAZI

ANTIOKSIDANT ENZIMLERININ ARASTIRILMASI

Turgut Yigit AKYOL
Tez Damsmani : Prof. Dr. Ismail TURKAN

Biyoloji Anabilim Dah

Bilim Dali Kodu : 401.01.00
Sunus Tarihi : 30.06.2015

Bornova-IZMiR
2015






Turgut Yigit AKYOL tarafindan YUKSEK LISANS tezi olarak sunulan “Derin
Ekilen Bugday Cesitlerinin Gvde Uzamasinda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve
Bazi Antioksidan Enzimlerinin Arastirilmasi” baslikli bu ¢alisma E.U. Lisanstistii
Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve
Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek
savunmaya deger bulunmus ve 30.06.2015 tarihinde yapilan tez savunma

sinavinda aday oybirligi/oygoklugu ile basarili bulunmugtur.

Jiiri Uyeleri: Imza
Jiiri Bagkam : Prof. Dr. Ismail TURKAN
Raportir Uye : Dog. Dr. Hediye SEKMEN

Uye : Dog. Dr. Caglar KARAKAYA







EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
ETIiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

E.U. Lisansiisti Egitim ve Opretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri
uyarinca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Derin Ekilen Bugday Cesitlerinin
Govde Uzamasinda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Bazi Antioksidant
Enzimlerinin Aragtiriimasi” baslikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum
tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez ¢aligmasi kapsaminda elde
ettifimi, bu tez g¢aligmasiyla elde edilmeyen bitiin bilgi ve yorumlara atif
yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez
caligmasi ve yazim sirasinda patent ve telif haklarint ihlal edici bir davranigimin
olmadigini, bu tezin herhangi bir boliimiinii bu Universite veya diger bir
tiniversitede bagka bir tez ¢alismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitlin safhalarda bilimsel etik kurallarna uygun olarak
davrandiimmi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul
edecegimi beyan ederim.

30/06/2015

Turgut Yigit AKYOL

e






vil

OZET

DERIN EKILEN BUGDAY CESITLERININ GOVDE
UZAMASINDA REAKTIF OKSIiJEN TURLERI (ROS) VE BAZI
ANTIOKSIDANT ENZIMLERININ ARASTIRILMASI

AKYOL, Turgut Yigit

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danigmam: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Haziran 2015, 73 sayfa

Tahil bitkileri yetigtirilirken tohumlar genellikle toprak yiizeyinin hemen
altina ekilirler. Bununla birlikte, toprak i{ist katmanm yeterli derecede nemli
olmadifn yarn kurak bdlgelerde tahil bitkileri derin ekim kogullarinda
yetistirilebilir. Boylece tohumlarm ¢imlenmeleri igin ihtiya¢ duyduklar suyu yer
alti suyuyla nemlenmis topraktan almalarni saglamir. Derin ckim kosullarinda
yetigtirilecek bitkinin derin ekim toleransina sahip olmas1 gerekmektedir.
Bugdayda derin ekim tolerans: birinci internodyum uzamasi aracihigiyla saglamr,
Birinci internodyum uzamas: ile giberellinin iligkisi lizerine gesitli ¢aligmalar
gerceklestirildiyse de, bugiine kadar birinci internodyum uzamas: ile ROS
molekiilleri arasmdaki potansiyel iligkiye dair herhangi bir c¢alisma
gergeklestirilmemigtir. Bununla birlikte ROS molekiillerinin bitki biiyiime ve
gelisiminde Snemli rollere sahip oldugu bilinmektedir, Bu baglamda sunulan
yliksek lisans tezinde, derin ekim toleransina sahip Tir bugdaylarna giberellin,
uniconazole (GA biyosentez inhibitdrii), potasyum ve H20: uygulanmis ve
bitkiler normal ve derin ekim kogullarinda yetistirilmistir. 7 giinliik bitkiler hasat
edilerek birinci internodyum, koleoptil ve siirgiin uzunluklan él¢iilmiis ve birinci
internodyumlarin derin ekime yaniti ve GA duyarhilifi belirlenmistir. birinci
internodyumlardaki H20: seviyesi, antioksidant enzimlerin aktiviteleri (SOD,
POX, APX, GR) ve izoenzimleri, ROS iireten hiicre duvari POX ve NOX
enzimlerinin aktiviteleri ve RhAt genlerinin ifadeleri saptanarak, birinci
internodyum uzamasinda ROS, antioksidant enzimler ve GA arasindaki iligki

gosterilmistir,

Anahtar sbzciikler: Bugday, derin ckim, birinci internodyum, ROS,
antioksidant sistem, giberellin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLES OF REACTIVE OXYGEN
SPECIES (ROS) AND SOME ANTIOXIDANT ENZYMES IN THE
STEM ELONGATION OF DEEP SOWING WHEAT VARIETIES

AKYOL, Turgut Yigit

MSc¢ in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
June 2015, 73 pages

Cultivation of grass plants is usually achieved by sowing the seeds just
beneath the soil surface. However, in semi-arid regions, where the upper layer of
the soil is not moist enough, the seeds can be sown deeper in the soil. Hence it is
ensured the seeds can take up enough water for germination from the soil
moistened by underground water. The cultivar that grown in deep sowing
conditions should have deep sowing tolerance for a successful emergence. Deep
sowing tolerance of wheat is established by first internode elongation. There are
several studies that reveal the interaction between deep sowing tolerance of wheat
and giberellin, albeit there is no study that covers the potential roles of ROS
molecules in first internode elongation. It is widely accepted ROS molecules
critically involve in plant growth and development nevertheless. In this context,
deep sowing tolerant Tir wheat seedlings were treated with GA, uniconazole (GA
biosynthesis inhibitor), potassium and H20: and were grown in both normal and
deep sowing conditions. 7 day old seedlings were harvested; first internode,
coleoptile and shoot lengths were measured and the GA sensitivity and the
elongation response of the first internodes to deep sowing were determined. H20O»
levels, activites and isoenzymes of several antioxidant enzymes (SOD, POX,
APX, GR), activites of ROS producing enzymes (cell wall POX and NOX) and
expression of RAt genes in the first internodes were also ascertained. To sum up,
in this thesis the interaction between GA, ROS and antioxidant enzymes in first
internode elongation of Tir wheat is showed.

Keywords: Wheat, deep sowing, first intemode, ROS, antioxidant system,
gibberellin
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1. GIRIS

Kuraklik; tarim, su kaynaklan ve gevre lizerinde yikici etkilere sahip, en
yaygin gevresel smurlayicilardan biridir (Sternberg, 2011). Kiiresel 1smnmanin
etkisiyle, bolgesel yagiglarm azalmasi ve buharlagmanin artmas1 sonucu, kurakligin
gelecekte daha da siddetlenmesi beklenmektedir (Sheffield ef al., 2008; Dai, 2011).
Kurak bolgelerde oldukga az miktarda yafis gerceklestigi icin kurak bélgeler,
kuraklik stresinden &zellikle etkilenmektedir (Sun et al, 2006). Afiika, Giiney
Avrupa, Dogu ve Giiney Asya ile Dogu Avustralya’daki kurumaya bagh olarak
1970’1erden itibaren diinya genelinde kurak alanlarda énemli bir artig goriilmektedir
(Dai, 2011).

Kuraklik bagta olmak tizere, abiyotik stres faktorlerinin tarimda verimliligi
ciddi derecede diigiirdiigii agiktir. Tarimda verimin ve siirdiiriilebilirliin artirilmast,
artan diinya niifusunun besin ihtiyaciun kargilanabilmesi igin olduk¢a dnemlidir.
Birlesmis Milletler’in, 2014 yilinda World Population Prospects (WPP) isimli
bienal yayimnda belirtilen verilere gore, su anda 7.2 milyar olan diinya niifusunun,
2050 yilinda 9.6 milyara, 2100 yilinda ise 10.9 milyara ulagabilecegi saptanmigtir
(Gerland et al, 2014). Mabhsiil verimi iizerindeki cevresel faktorlerin siirlayici
etkileriyle birlikte, diinya niifusundaki potansiyel artis da goz Oniinde
bulunduruldugunda, gelecekteki olas: besin giivenlifi sorununun ¢oziilebilmesi i¢in
tarimda stres fakttrlerine toleransh bitkilerin  kullanimunin yayginlagarak, verimin
ve stirdiiriilebilirligin artirilmasi saglanmalidir,

Tarimda toleransli gesitlerin kullammi, aslinda uzun willardir ¢iftgiler
tarafindan gergeklestirilmektedir. Omegin, yan kurak alanlarda derin ekim
toleransina sahip tahil bitkiler kullanilmaktadir (Collins, 1914; Allan et al., 1962;
Takeda and Takahashi, 1999). Tall bitkileri yetigtirilitken tohumlar, genellikle
toprak ylizeyinin hemen altina ekilse de, yari kurak alanlarda toprafm en iist
katmam yeterince nemli olmadig; igin bitkiler daha derine ekilir, boylece bitkilerin
¢imlenmeleri i¢in ihtiyag duyduklan suyu yer alti suyuyla nemlenmis topraktan
almalann saglanir. Amerika Birlegik Devletleri (A.B.D.Ynin giineybatis1 ve
Meksika’min bat1 bélgelerinde 25-30 ¢m’lik toprak derinlifinden gikabilen yerel bir
musir gesidi yetigtirilmektedir (Collins, 1914; Troyer, 1997). Yan kurak bir bslge
olan Cin’in Loess Platosu’nda ise ¢ifigiler uzun yillardir, derin ekim toleransina
sahip yerel bir bugday ¢esidi olan Hong Mang Mai’yi kullanmaktadir (Takeda and
Takahashi, 1999). Hong Mang Mai’nin 18-20 c¢m’lik toprak derinliinden birinci
internodyum uzamasi araciliftyla ¢ikabildigi belirtilmistir (Suge et al., 1997).



Bugiine kadar, bugdayin derin ekim toleransiyla ilgili smirh sayida ¢alisma
gerceklestirilmigtir. Bu ¢aligmalarda elde edilen bulgular s6yle 6zetlenebilir: Hong
Mang Mai’nin derin ekim toleransma koleoptil uzamasinin herhangi bir katkisi
olmadig1 saptanmugtir (Suge et al, 1997). Aym cahsmada, etilenin birinci
internodyum uzamasinda gérev aldift belirtilse de, daha sonra etilen iiretimi ile
derin ekime yanit verme yetenegi arasinda belirgin bir baglant: olmadif ve ekzojen
GA3 uygulamasinin, birinci internodyum uvzunlugunu artirdig), ancak koleoptil
uzunlugu iizerinde etkili olmadigi ifade edilmistir (Nishizawa et al., 2002). Ekzojen
GA; uygulamasina Hong Mang Mai’'nin sadece birinci internodyumunun yamt
verdigini ve endojen GA dizeyleri ile birinci internodyum uzunlugu arasinda
baglanti bulunmadift gosterilmigtir (Chen et al.,, 2001). Daha sonra, Hong Mang
Mai’de GAj; ile uyanlmis birinci internodyum uzamasindaki artis, GAs’iin hiicre
duvar1 esnekliginde meydana getirdigi artigla aciklanmistir (Chen ef al., 2003). Bu
calismada glukanaz gen ifadesinin Hong Mang Mai’de daha fazla oldugu ve GAs
uygulamastyla bu genin ifadesinde artig gozlendigi belirtilmigtir. GA3’iin glukanaz
ifadesini etkileyerek hiicre duvarindaki glukan oramm diiglirmesi hiicre uzamasi
igin gerekli olan hiicre duvar1 gevsemesine neden olmusgtur. Son olarak, Hong Mang
Mai’nin birinci internodyum uzama yetenegi hiicre béliinmesiyle iligkilendirilmigtir
(Kato ef al., 2011). Ayrica hiicre genislemesinin birinei internodyum uzamasinda
rol oynamadif ifade edilmistir. Ayni aragtirmada, ekzojen GAs uygulamasina Hong
Mang Mai birinci internodyumundaki epidermis ve korteks hiicrelerinin farkh
yamtlar verdikleri ortaya konmustur. GAs uygulamasiyla epidermiste sadece hiicre
uzamasl, kortekste ise sadece hiicre gogalmas uyanlmistir.

ROS molekiilleri; proteinler, DNA ve lipitleri oksitleyerek hiicresel zarara
yol agan toksik molekiillerdir (Apel and Hirt, 2004). Bitkiler hiicre igerisinde
olusan ROS molekiillerini detoksifiye etmek igin ¢esitli enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidantlar iiretmektedirler, AsA ve GSH gibi enzimatik olmayan
antioksidantlar ve SOD, APX, CAT, GPX ve PRX gibi enzimatik antioksidantlar
ROS detoksifikasyonunda rol almaktadirlar (Takahashi and Asada 1988; Mittler
et al., 2004; Dietz et al., 2006; Tiirkan ve Demiral, 2009, Demiral et al., 2011).
ROS molekiilleri, optimum bitylime kosullarinda kloroplast, mitokondri ve
peroksizomlar gibi organellerde ve apoplastta diisiik diizeylerde firetilmektedir.
Stres altinda ise ROS liiretiminde onemli bir artig goriilmektedir. ROS
molekiillerinin, bitkilerin biyotik ve abiyotik stres faktérlerinden korunabilmek igin
kullandiga siireclerde kritik rollere sahip oldufu uzun zamandir bilinmektedir
(Swanson and Gilroy, 2010). Ayrica, ROS molekiillerinin bitki biiylime ve
gelismesinde, hormonal sinyal iletiminden hiicre duvarmin polimer yapisinin



modiilasyonuna kadar birgok siirecte grev alan onemli diizenleyiciler olduklan da
ortaya konmustur (Potikha et al., 1999; Schopfer, 2001; Pedreira et al.; 2004; Joo et
al., 2005; Miiller et al., 2009).

Bugiine kadar ROS molekiillerinin ve ROS siipiiren enzimlerin, birinci
internodyum  uzamasindaki  rolleri  {izerine  herhangi bir ¢alisma
gergeklestirilmemistir. Bununla birlikte, bugdayin derin ekim toleransi stratejisini
olugturan birinci internodyum uzamasindaki fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler yanitlariun biitiiniiyle anlagilmas:, yukarida da bahsedildigi iizere
dinya genelinde kurak bolgelerdeki ve diinya niiffusundaki artis da
diigtiniildiigiinde tarimda verimliligin stirdiiriilebilir bir sekilde artirlabilmesi igin
olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda, sunulan yiiksek lisans tezinde, ROS ve ROS
siipliren enzimlerin, Van’da tarmu yapilan ve 9 cm’lik derinlikten ¢ikabildigi
belirtilen, derin ekim toleransl Triticum aestivum cv. Tir bugdaymin (Yagmur
and Kaydan, 2009) birinci internodyum uzamasma katkisi belirlenmeye
caligilmuigtir. Elde edilen bulgularin daha iyi anlagilabilmesi i¢in Oncelikle,
tahillarda derin ekim toleranst ve bugdayda birinci internodyum uzamas:,
bitkilerde ROS molekiilleri ve antioksidant savunma mekanizmasi ile ROS
molekiillerinin  bitki biiyiime ve gelisimindeki rolleri detayli bir sekilde
anlatilacaktir,

1.1 Tahil Bitkilerinde Derin Ekim Toleransi

Tahil bitkileri, derin ekim adaptasyon stratejilerine gore ti¢ sinifa ayrlabilir.
Misir ve sorgum bitkileri derine ekildiklerinde, apikal meristemlerini toprak
yiizeyine ulagtirabilmek i¢in mezokotillerini uzatilar. Bununla beraber, bugdayda,
derin ekim kosullarinda mezokotil uzamas1 gorillmemektedir. Bunun yerine,
bugdayda birinci internodyum uzamasi gerceklesmektedir (Sekil 1.1). Arpa ve
piring bitkileri ise ara tiir olup, derin ekim sonucunda hem mezokotillerini, hem de
birinci internodyumlarmi uzatirlar (Hoshikawa, 1969). Yani farkli tahul tiirlerinin,
derin ekim adaptasyonu i¢in farkli fenotipik plastisiteye sahip oldugu séylenebilir
(Suge et al, 1997). Diger bir deyisle, farkli tahil tiirleri, farkli organlarinin
uzamasini saglayarak, ¢imlenme sonrasi siirgiin apikal meristemlerini toprak
ylizeyine ulagtirmay: bagarirlar. Bitkilerin bu yetenegi derin ekim tolerans1 olarak
adlandinlmaktadir (McCall, 1934; Hoshikawa, 1969).
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Sekil 1.1. Bugday fidesinin kisimlari. Tohum ile birinci nod arasinda, koleoptilin altinda
yer alan birinci internodyumun uzamasi aracilifiyla derin ekim toleransi
olusturulur (Hoshikawa’dan 1969).

Diger taraftan, bazi yari-sucul ve sucul bitkiler, su altindan koleoptil,
internodyum veya petiol uzamasi aracihigiyla ¢ikabilmektedir (Ku et al., 1970,
Osborne, 1984; Jackson, 1985). Bugday cesitleri arasindaki koleoptil uzunlugu
varyasyonunun, fidelerin toprak yiizeyine ¢ikabilme yetenegiyle uyumlu oldugunu
belirten ¢alisamalar olsa da, bu ¢aligmalarda incelenen kiiltivar sayis1 gorece azdir
(Schillinger et al., 1998; Rebetzke et al., 2005; Rebetzke et al., 2007). Bununla
birlikte, yakin zaman nce 662 bugday ¢esidinin incelendigi ¢alismada, koleoptil
uzunlugunun bugdayin toprak yiizeyine ¢ikmasi i¢in Onemli olmadigi
gosterilmistir (Mohan et al., 2013). Bahsedilen ¢aligmada, 9 cm’den daha uzun
koleoptillerin, derine ekilen bugdaylarin toprak yiizeyine ulasabilmelerini
olumsuz yonde etkiledigi belirtilmigtir. Ayrica, derin ekim toleransina sahip Hong
Mang Mai ile, derin ekim toleransi gostermeyen iki bugday cesidi
karsilastirldiginda, bu ii¢ ¢esidin koleoptil uzunluklar1 arasinda belirgin bir fark
olmadig ifade edilmigtir (Suge et al., 1997). Sonug olarak, koleoptil uzamasinin
bugdayin derin ekim toleransina katkis: tartigmalidir.



1.1.1 Bugdayda birinci internodyum uzamasi

Bugdayda birinci internodyum wuzamasi tlizerine yapilan ¢aligmalarda
genellikle Hong Mang Mai varyetesi kullanilmigtir. Bu baglamda, bugdayin derin
ekim toleransinin anlagilabilmesi i¢in, Hong Mang Mai’ve dair ¢calismalardan elde
edilen bulgular verilecektir.

Suge et al. (1997), Hong Mang Mai fidelerinin derin ekim toleransi
gostermeyen cegitlere (Hope ve Norin 10) gore daha uzun birinci internodyumlara
sahip olduklarim rapor etmiglerdir. Bununla birlikte, ekim derinligi ile birinci
internodyum uzunlugu arasinda korelasyon saptayamamuglardir. En uzun birinci
internodyum & cm’lik toprak derinliginde elde edilmistir. Aym caligmada ii¢
bugday ¢esidinin koleoptil uzunluklan arasinda belirgin bir farka rastlanmamugtr.
Buna paralel olarak, Mohan ef al. (2013), koleoptil uzamasinin bugdayin derin
ekim toleransina katki saglamadigim gostermiglerdir. Ayrica Suge et al. (1997)
tarafindan, etilenin birinci internodyum uzamasinda rol oynadif: 6ne siiriilmiigtiir.
Ancak Nishizawa et al. (2002), etilen iiretimi ve etilen reseptorii ifadesiyle farkhi
bugday varyetelerinin derin ekime yamt verme yetenegi arasinda baglanti
olmadigmi ifade etmiglerdir. Ayni c¢aligmada bitkilere farkli GA formlan
uygulanarak, GAs’iin birinei internodyum uzamasini énemli derecede indiikledigi,
koleoptil uzunlugunu ise etkilemedigi belirtilmigtir. Diger taraftan, yiiksek dozda
K" uygulamasimn Hong Mang Mai’nin birinci internodyum uzamasini énemli
derecede artirdifn gézlenmistir, Bu bulgu, Chen et al. (2001) tarafindan da
desteklenmigtir. Bugdayda, kuraklik stresine karsi olugturulan ozmoregiilasyon
yanitinda K" énemli rol oynamaktadir (Morgan, 1992), Ayrica farkli bitki
tirlerinde, GA aracilifiyla indiiklenen uzama siirecine K iyonunun katki
sagladif1 bilinmektedir (Purves, 1966; Kawasaki et al., 1978; De La Guardia and
Benlloch, 1980). Bu baglamda Nishizawa et al. (2002), Hong Mang Mai’de GA
aracilifnyla indiiklenen birinci internodyum uzamasinda K iyonu gereksiniminin,
kurakliga kars1 adaptif bir yanit oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Baz1 bugday varyetelerinde, ekzojen GA uygulamasi aracilifiyla tiim siirgiin
uzunlugu artirilabilir (Radley, 1970). Bununla birlikte Chen et al. (2001), ekzojen
GAs uygulamasina Hong Mang Mai’de sadece birinci intermodyumun yanit
verdigini gostermiglerdir. Aynt g¢alismada, GAj; uygulanmig Hong Mang
Mai’lerde birinci internodyumiarin 45 cm’ye kadar uzayabildigi, diger
varyetelerin (Hope, Norin 10, Norin 58, ve Norin 63) birinci internodyumlarinin
ise GAs’e yamt vermedigi saptanmugtir. Caligmada ayrica, endojen GA diizeyleri



ile birinci internodyum uzunlugu arasinda baglanti bulunmadii dne stiriilmiigtiir,
Bu bulguya gore, Hong Mang Mai’de GA duyarlibifuiun, diger varyetelere gore
¢cok daha fazla oldugunu sOylenebilir. Buna paralel olarak, ekzojen GAs
uygulanmis Hong Mang Mai’de, GA aracilifiyla inditklenebilen genler igin
transkripsiyon faktorii olan GAMyb’nin gen ifade seviyeleri dnemli derecede
artmugtir, Hatta GAMyb ifadesindeki bu artiga 7 giinlitk fidelerin sadece birinci
internodyumunda rastlanmug, yapraklarda ve koleoptilde herhangi bir artig
saptanamamugtic. Biitiin bu anlatilanlara gére, GA duyarhh bugdaylarda, birinci
internodyum uzamasiyla diger bitki kisimlarinin uzama mekanizmlarmin farklilik
gosterdigi yorumu yapilabilir. Son olarak, Hong Mang Mai’lere uniconazole (GA
biyosentezi inhibitérii) ve K birlikte uygulandifinda, K* iyonunun birinci
internodyum uzamasin1 indiikleyici etkisinin kayboldugu saptanmiy ve K*
iyonunun, birinci internodyum uzamasmi endojen GA ile birlikte ig gorerek
uyardif1 6ne stirtilmiistiir.

Chen et al. (2003) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, Hong Mang
Mai’de GA3 uygulamasiyla uyarimsg birinci internodyum uzamasiyla hiicre
duvar1 esnekligi arasinda korelasyon oldugu One siirlilmiistiir. Hatta GAs;
uygulanmadifinda bile, Hong Mang Mai’deki hiicre duvar esnekliginin GA’ya
duyarli olmayan varyeteye (Norin 10) goére daha fazla oldugu rapor edilmistir.
Ayrica, hiicre duvan esnekligi ile otoliz, glukanaz aktivitesi ve glukan icerigi
parametrelerinin  uyum gésterdii belirtilmigtir. Calismada glukanaz gen
ifadesinin Hong Mang Mai’de daha fazla olduu ve GA; uygulamasiyla genin
ifadesinde artig gézlendigi belirtilmigtir. Sonug olarak GAs’iin glukanaz ifadesini
etkileyerek hiicre duvarmdaki glukan oramim  diiglirmesi, hiicre duvan
gevsemesine sebebiyet vererek, hiicre geniglemesine yol agmaktadir, Buna paralel
olarak; Lee and Kende (2002), Ogawa et al. (2003), Jan et al. (2004), Gallego-
Bartolomé (2011), Ribeiro ef al. (2012) ve Park et al. (2013} gibi farkli gruplarin
gerceklestirdifi ¢alismalarda GA’nin hiicre duvan gevsemesini ekspansinlerin ve
ksiloglukan endotransglukosilaz/endohidrolaz (XTH)’larin ifadelerini artirarak
sagladigim rapor etmiglerdir. Ogawa et al. (2003) ve Gallego-Bartolomé (2011)
ayrica GA’nin 6ksin biyosentezi ve iletimi ile iligkili genlerin ifadelerini kontrol
ederek de hiicre genislemesi siirecinde rol oynadigini ifade etmiglerdir.

Hong Mang Mai’nin derin ekim tolerans: ile ilgili gergeklestirilen son
calisma 2011 yilma aittir. Tlgili ¢aliymada, Hong Mang Mai’de derin ekim
toleransinin  aydinlatilabilmesi ig¢in, farkli bugday kiiltivarlanmin  birinci
internodyumlarindaki hiicre geniglemesi ve hiicre g¢ogalmasi yeteneklerini



aragtirilmigtir (Kato ef al, 2011). Bu g¢aligmada birinci internodyum uzama
yetenegi hiicre béliinmesiyle iligkilendirilerek, hiicre geniglemesinin bu siiregte rol
oynamadify ifade edilmisgtir. Hong Mang Mai birinci internodyumundaki
epidermis ve korteks hiicre sayilarinin diger kiltivarlara (Hope ve Norin 10) gore
daha fazla oldufu ve ekzojen GA3 uygulamasma Hong Mang Mai birinci
internodyumundaki epidermis ve korteks hiicrelerinin farkh yanitlar verdikleri
ortaya konmugtur. GAs3 uygulamasiyla epidermiste sadece hiicre uzamasi,
kortekste ise sadece hiicre cogalmast uyanlmigtir. Dokuya oOzgi farklt GAj
yanitlart sadece Hong Mang Mai birinci internodyumunda degil, diger
kiiltivarlarda da saptanmustir, fakat Hong Mang Mai’de bu fark ¢ok daha
belirgindir. Bu bulgulara ilave olarak Nelissen et al (2012) musirda GA
biyosentezinden sorumlu AtG4A200X] geninin agir1 ifadesi sonucu internodyumda
hiicre genislemesinin, yapraklarda ise hiicre cogalmasiin artiy gosterdigini
saptamistir, Bunun yaninda Gonzalez ef al. (2010), Arabidopsis thaliana’da aym
genin agin1 ifadesinin yapraklarda hem hiicre cofalmasiu hem de hiicre
geniglemesini uyardigmi bulmuglardir. Buna gére organ biliyiimesini yiiriiten iki
slirecin, yani hiicre ¢ofalmasi ve hiicre genislemesinin GA aracihifiyla
uyarimlarinin dokuya, organa ve tiire 6zgii olarak degigim gosterdigi soylenebilir.

Sonug olarak, bugdayin derin ekim tolerans: ile ilgili bildiklerimizi soyle
Ozetleyebiliriz: Derin ekim toleransina sahip Hong Mang Mai fidelerinin birinci
internodyumlarinda endojen GA seviyeleri ile toleransa sahip olmayan
varyetelerinkiler arasinda fark bulunmasa da; Hong Mang Mai’nin GA duyarlilig,
diger bugday varyetelerine gore g¢ok daha fazladir ve GA uygulanan Hong Mang
Mai birinci internodyumlar 45 cm’ye kadar uzayabilmektedir. Ayrica K birinci
internodyum uzamasina katki saglamaktadir. Hong Mang Mai birinci
internodyumlannda hiicre duvan esnekliginin diger varyetelere gore daha fazladir,
ayrica hiicre duvar esnekligi GA uygulamasiyla artmakdir, Diger taraftan birinci
internodyum uzamasinda, GA’ya yamt olarak epidermiste hiicre uzamasi,
kortekste ise hiicre ¢ofalmasinin uyanldift saptanmigtir. Bununla birlikte, tiim bu
kapsamli ¢aligtmalara ragmen bugdayda derin ekim toleransi tam olarak
aydinlatilamamistir. Diger taraftan, bitki biiylime ve geligmesinde, polen tiibil
biiylimesi ve kék emici tiiy uzamas: gibi gibi ¢esitli siireclere dahil oldugu daha
Once bir ¢ok kez rapor edilen ROS molekiillerinin, birinci internodyum uzamasi
lizerindeki  rollerinin  belirlenebilmesi  igin  herhangi bir ¢aligma
gergeklestirilmemigtir, Daha 6énce de bahsedildigi gibi, ROS molekiillerinin bitki
biiyime ve gelisimindeki rollerine dair son yillarda birgok ¢alisma
gerceklestirilmis ve bu konuda gesitli derlemeler yayimlanmigtir (Schopfer and



Liszkay, 2006; Gapper and Dolan, 2006; Swanson and Gilroy, 2010). Bu
baglamda, ¢ncelikle ROS molekiillerinin &zellikleri ve ROS molekiillerinin
kontroliinden sorumlu antioksidant mekanizma agiklanacak, daha sonra da ROS
molekiillerinin bitki biiyime ve gelisimideki rollerinden detayli bir gekilde
bahsedilecektir.

1.2 ROS Molekiilleri ve Antioksidant Mekanizma

Solunum ve fotosentez gibi aerobik metabolik siireclerin evrimi; hiicrede
mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarda ROS iiretimine neden olmustur. ROS
molekiilleri protein, DNA ve lipidleri oksitleyerek hiicresel zararlara sebebiyet
veren toksik molekiillerdir (Apel and Hirt, 2004). ROS molekiilleri, sitotoksik
ozellikleri nedeniyle bitkilerde ¢egitli enzimatik ve enzimatik olmayan
detoksifikasyon mekanizmalart aracilifryla siipiriilmektedir. Girig boliimiiniin bu
kisminda bitkilerde ROS molekiillerinin  (retimi, biyolojik etkileri ve
fonksiyonlanyla birlikte, ROS molekiillerinin detoksifikasyonundan sorumlu
antioksidant sistem agiklanacaktir.

1.2.1 ROS molekiillerinin biyokimyasal dézellikleri

Bitkiler, tiim aerobik organizmalar gibi, etkin bir enerji tiretimi i¢in oksijene
ihtiyag duymaktadirlar. Bununla birlikte, O2’nin H20’ya indirgenme siirecinde
ROS molekiilleri olugabilmektedir (Sekil 1.2). Reaksiyon zincirinin ilk basamagt
icin enerji girisi gerekirken, pesi sira gelen basamaklar ekzotermiktir ve
kendiliginden ger¢eklesmektedir (Dat et al, 2000). Oz’nin asir1 uyarimi, O2’ye
gore oldukca reaktif bir molekiil olan tekli oksijenin (*O2) olusmasina yol
agmaktadir, Stiperoksit (O2") orta derecede reaktif bir molekiildiir, yar1 omrii
yaklagik 2-4 ps’dir (Dat et al., 2000). O2™ biyolojik membranlardan gegemeyen
bir molekiildiir ve hizla hidrojen peroksite (H»O2) doniistiiriilmektedir.
Hidroperoksil radikali (HO;™), Oz radikalinin sulu ¢6zeltilerde protonasyonu
sonucu olugur, biyolojik membranlardan gegebilir ve lipid oto-oksidasyonunu
baglatabilir (Halliwell and Gutteridge, 1989). H20: de orta derecede reaktiftir ve
yar1 omrii 1 ms’dir, yani diger ROS molekiillerine gore daba uzun Smiirli bir
molekiildiir;, bu nedenle dretildigi boélgeden hiicrenin diger kisimlarina
taginabilmektedir (Dat et al, 2000). H202 enzimlerin tiyol gruplarimi okside
ederek enzim inaktivasyonuna sebebiyet verebilir. Omegin, Calvin déngiisii
enzimlerinden bakir/¢ginko SOD ile demir SOD H;0; tarafindan inaktive
edilmektedir (Bowler et al., 1994; Charles and Halliwell, 1980). ROS molekiilleri



i¢cinde en reaktifi ise, H2O2’den Haber-Weiss dongiisii veya Fenton reaksiyonlarn
aracilifiyla olugan hidroksil (OH') radikalidir (Halliwell and Gutteridge, 1989).
OH’ tiim biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilme potansiyeline sahiptir ve
hiicrelerde OH’ radikalini siipiirebilecek herhangi bir enzimatik mekanizma
bulunmadig i¢in, radikalin agin {iretimi hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.
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Sekil 1.2, O2’den ROS tiirevlenmesi (Scheel and Wasternack’tan, 2002),
1.2.2 Bitki hiicrelerindeki ROS kaynaklar:

Hiicrede organellerin ¢ogu ROS kaynafi olma potansiyeline sahiptir.
Bununla birlikte, bitkilerde en giicli ROS kaynaginm kloroplast oldugu
diisiinilmektedir. Isik enerjisi PSII ve PSI’deki anten kompleksi tarafindan
absorbe edilir ve elektron tasima zinciri aracilityla son aliciya, yani NADP*’ye
iletilir. NADPH ise Calvin dongisiinde CO:’in indirgenmesinde kullanilir,
Kuraklik, tuz stresi ve yliksek ya da diisiik sicaklik gibi CO: fiksasyonunu
sinirlayan faktérler, Calvin donglistinde yeniden NADP' olugum oranint
diistirerek fotosentetik elektron tagima zincirinin agir1 indirgenmesine neden olur.
Yiiksek 151k kogullarinda bu durom daha da siddetlenir ve elektron tasima zinciri
bilegenlerinin oto-oksidasyonu sonucunda molekiiler oksijen 02" radikaline
indirgenir (Dat et al., 2000). Ayrca, fazla 151k eksitasyon enerjisi nedeniyle PSII
veya PSI’de olusan iiglii klorofil, O»’den 02 olugmasina sebebiyet verebilir
(Krause, 1994). CO; fiksasyonunun smmrh oldugu durumlarda elektron tagima
zincirinin agir1 indirgenerek kloroplastlardaki ROS olugumunun engellenebilmesi
i¢cin bitkilerde fotorespirasyon yolag evrilmistir (Kozaki and Takeba, 1996).
Fotorespirasyon sirasmnda RuBisCO’nun oksijenaz aktivitesi aracilifiyla liretilen
fosfoglikolat gesitli hiicre bolmelerinde metabolize edilir ve Calvin dongiisiiniin
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stirdiitiilmesini ve NADP*’nin yeniden olugumunu saglayan fosfogliserat ve COa
molekiillleri olugturulur (Kozaki and Takeba, 1996; Siedow and Day, 2000).
Fotorespirasyon yolagimun bilesenlerinden biri diferi olan H;0;, peroksizomlarda
glikolatin glioksilata déniistimii sirasinda agiga c¢ikar (Siedow and Day, 2000).
H202 ayrica peroksizomlarda lipid katabolizmasi sirasinda, yag asitlerinin p-
oksidasyonunda yan iiriin olarak da iiretilebilir (Somerville et al., 2000).
Peroksizomlarda ayrica piirin katabolizmas1 da meydana gelmektedir (del Rio et
al., 1998). Piirin katabolizmasi zincirinin ilk reaksiyonunda ksantin oksidaz
araciliftyla ksantin Urik aside okside olarak ve 02 agiga ¢ikmaktadir. Ikinci
basamakta ise {irik asidin allantoine oksidasyonuyla H2O» ve CO, olusmaktadir.

Bitkilerde o6nemli ROS kaynaklarindan bir diferi de mitokondridir
(Rasmusson et al., 2004). Bitkilerde stres maruziyeti sonucunda bilylime ya da
diger enerji gerektiren siiregler yavagladifinda veya tamamen durdugunda,
mitokondrideki elektron tasuma zinciri agir1 indirgenebilir ve sonug olarak O™
ag1fa ¢ikar (Purvis and Shewfelt, 1993). Mitokondriyal elektron tagima zincirinde
kompleks I ve III en bilinen O, {iretim bélgeleridir. Uretilen 02"~ SOD tarafindan
H202’ye indirgenir. Mitokondriyal O tiiketiminin yaklagik % 1-5 oranmda bir
kisminin H>O» iiretimine yol agtfi belirtiimektedir (Moller, 2001). H20: ise
indirgenmis Fe?* ve Cu' ile reaksiyona girerek yitksek derecede toksik bir
molekiil olan OH" radikalinin a¢iga ¢ikmasina neden olmaktadir.

ROS molekiilleri énemli sinyal molekiilleri olduklan igin, sadece diger
hiicresel siireglerin yan iiriinii olarak acifa ¢ikmazlar, ayrica bagimsiz olarak
enzimatik kompleksler tarafindan da firetilirler. Plazma membraninda bulunan
NOX, ROS iireten enzimler i¢erisinde iizerinde en ¢ok ¢alismug olandir (Marino ef
al., 2012). Bitki NOX’lar1, “respiratory burst oxidase homologues” (RBOH’lar)
olarak da bilinmektedirler ve memeli fagosit NOX’larinin katalitik alt birimlerine
(gp91Ph) homologdurlar (Sagi and Fluhr, 2006). NADPH, sitosolik elektron
vericisi olarak is gorerek ekstraseliiler O2’yi FAD ve iki bagimsiz hem aracilifiyla
0O:" anyonuna indirger (Sagi and Fluhr, 2006). O™ plazma membraninin dig
yiizeyinde birikir ve daha sonra SOD aracilifiyla hizla H2O2’ye déntistiiriliic
(Lamb and Dixon, 1997). Son yillarda, RBOH’larin birgok bitki siirecinde ¢énemli
gorevlere sahip oldugunu gosteren ¢ok sayida galigma yayimlanmistir (Marino ef
al., 2012) (Sekil 1.3). NOX’a ilave olarak, pH-bagimh hiicre duvan
peroksidazlari, okzalat oksidazlar ve amin oksidazlar da apoplastta H>Os
iiretimine yol agan diger enzimler olarak sayilabilir (Bolwell and Wojtaszek,
1997). pH-bagimli hiicre duvar peroksidazlar alkalin pH ile aktive olarak H>O»
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olusumuna sebebiyet verebilir. Elisitor taninmasim1 takiben apoplastin
alkalizasyonu sonrasinda pH bagimli peroksidazlar tarafindan H20:
olusturulmasinin biyotik stres sirasinda alternatif bir ROS iiretim yolu oldugu
belirtilmektedir (Wojtaszek, 1997; Bolwell and Wojtaszek, 1997). Okzalat
oksidaz, okzalatin CO; ve H202’ye doniisiimiinii katalizler ve enzimin cesitli
bitki-patojen etkilesimleri i¢in onemli oldugu bilinmektedir (Bolwell and
Wojtaszek, 1997). Amin oksidazlar ise aminlerin, karsilik gelen aldehitlerine
oksidasyonunu katalizleyerek NHz ve H>O2’nin agiga ¢ikmasina aracilik eder
(Bolwell and Wojtaszek, 1997). Aminlerin oksidasyonu sonucunda agia ¢ikan
H20; hiicre duvan peroksidazlan tarafindan biiyiime siirecinde ya da yaralanma
ve patojenez gibi dig etkenlere yamit olarak lignifikasyon ve hiicre duvan
gliclenmesinde kullamlabilir (Bolwell and Wojtaszek, 1997; Allan and Fluhr,
1997).
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Sekil 1.3. Bitkilerde gegitli siireglere katilan RBOHlar (Marino ef al.’dan 2012).
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1.2.3 Bitkilerde ROS detoksifikasyon mekanizmalar:

Bitkilerde yiiksek/diigiik sicaklik, agir metal stresi, kuraklik, tuz stresi, besin
yetersizligi veya hava kirliligi gibi elverigsiz ¢evresel kosullar veya patojen
saldirtlart gibi biyotik stres faktérleri sonucunda ROS (103, O™, H20; ve OH’)
firetimi artmaktadir. Bitkilerde bu toksik molekiillere kars1 kloroplast, mitokondri
ve peroksizom gibi gesitli organellerde antioksidant savunma sistemleri devreye
girmektedir. Hiicresel antioksidant savunma mekanizmasinin uyarmnin,
bitkilerin stres faktorlerine karsi kendilerini koruyabilmelerindeki &nemini
gosteren ¢ok sayida ¢aligma yayimlanmugtir. Antioksidant savunma sistemi,
enzimatik ve enzimatik olmayan bilegenlere sahiptir. Enzimatik antioksidantlar
icin SOD, CAT, APX, GPX, MDHAR, DHAR ve GR (Cizelge 1.1); enzimatik
olmayan antioksidantlar i¢in ise GSH, AsA, karotenoidler ve tokoferoller
sayilabilir (Mittler et al., 2004).

Cizelge 1.1 Temel ROS siipiiriicii antioksidant enzimler (Gill and Tuteja’dan 2010).

Enzimatik anticksidantlar Enzim kodu Katalizlenen reaksiyon

SOD EC1.15.1.1 0y~ + 02~ + 2HY — 2H;0: + Oy
CAT EC1.11.1.6 H:0; — H;0 + 120,
APX EC1.11.1.11 H;0: + AsA — 2H:0 + DHA
GPX EC1.11.1.7 H20; + GSH — H:0 + GSSG

MDHAR EC1.6.54 MDHA + NAD(P)H — AsA + NAD(P)"

DHAR EC1.8.5.1 DHA + 2GSH — AsA + G3SG

GR EC 1.6.4.2 GSSG + NAD(P)H — 2GSH + NAD(P)*

SOD, O anyonunun H;0;’ye déniistimiinii katalizlemektedir. SOD’lar;
kloroplast, mitokondri ve sitosol gibi 02" iiretiminin yogun derecede gergeklestigi
organellerde bulunmaktadir. SOD’larmm ayrica peroksizomal, niikleer ve
ekstraseliiler izoformlari da rapor edilmigtir (Bowler et al., 1994; Ogawa et al.,
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1996). H20;z ise CAT’lar ve POX’lar araciliftyla indirgenmektedir. POX H207’yi
indirgeyebilmek i¢in bir substrata ihtiya¢ duyar. APX igin bu substrat AsA’dir.
AsA’nin yeniden olusumu MDHAR veya GSH’yi indirgen substrat olarak
kullanan DHAR aracihiyla saglanir. Olugan GSSG NADPH’nin yardimiyla ve
GR aracihifiyla GSH’ye indirgenir, Bu indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlari
dongiisii  askorbat-glutatyon dongiisii olarak adlandinlmaktadir, Askorbat-
glutatyon déngiisii kloroplastlarda, sitosolde ve peroksizomlarda i gérmektedir,
GPX ise GSH’yi indirgeyici olarak kullanarak, oksidatif stres nedeniyle
gergeklesen lipid peroksidasyonu sonucunda olusan lipid hidroperoksitleri
indirger. CAT’lar peroksizomda bulunmaktadir; fotorespirasyon ve yag asidi ile
piirin  katabolizmasi sirasinda olusan HO2’yi parcalamaktadirlar. Okside
proteinler hiicrede tiyoredoksin peroksidazlaf aracilifryla ve tiyoredoksin [Trx-
(SH)2] indirgen olarak kullamilarak indirgenmektedir. Okside tiyoredoksin (Trx-S-
S) daha sonra tiyoredoksin rediiktazlar aracilifryla NADPH ve ferredoksin gibi
substratlarin yardimiyla tekrar olugturutur (Halliwell and Gutteridge, 1989).

ROS detoksifikasyonunda enzimatik olmayan antioksidantlar da i
gormektedir. AsA diizeyleri azaltilmug (Conklin et al., 1996) ya da GSH igerigi
degistirilmis (Creissen et al, 1999) mutantlarin strese agir1 duyarh olduklan
bilinmektedir. Digiik veya yiiksek sicaklik, patojen saldirilar ve kurakhik gibi
faktorlere yamt olarak bitkilerde GSH biyosentezinden sorumiu enzimlerin
aktiviteleri (Vanacker et al, 2000; Vemoux et al., 2002) ve GSH diizeyleri
(Noctor et al., 2002} artmaktadir. ROS siipiiriimii igin indirgenmis/yiikseltgenmis
AsA ve GSH oranlannin yiiksek olmasi gerekmektedir. Antioksidantlarn
indirgenmig halleri, daha 6ncede bahsedildigi ilizere GR, MDHAR, DHAR ve
NADPH aracilifiyla diizenlenmektedir (Tsugane et al, 1999). Ayrica farkli
antioksidantlar arasindaki genel dengenin siki bir gekilde denetlenmesi
gerekmektedir. Omegin kloroplastlarinda yitksek derecede GSH biyosentezi
gergeklesen hiicrelerde oksidatif zarar goriilmektedir (Cresissen et al., 1999).
Bitkilerdeki ROS detoksifikasyonunda flavonoidlerin ve B-karotenlerin katkisina
dair fazla bulgu yoktur, Bununla birlikte, 4. thaliana’da p-karoten hidroksilazin
asirt ifadesinin kloroplastta ksantofil diizeyinin artmasina yol agarak viiksek 151k
nedeniyle olugan oksidatif strese kargi olugturulan toleransi artirdign saptanmigtir
(Davison et al., 2002).



14

. Stres
faktorleri

l H,0¢
_ Cu'lre?
On < Tialer-Weiss dongnst | O,

Sekil 1.4. ROS ve anticksidant mekanizma. SOD O,™ iyonunu H»0;’ye dondigtiirir, CAT
ise HoO4’yi Oz ve HoO’ya pargalar. GPX, H20,'yi GSH yardimiyla suya indirger.
Agiga c¢ikan GSSG, GR’nin katalizledigi ve NADPH’nin indirgen olarak
kullamildig1 reaksiyon sonucu tekrar GSH’ye doniistiiriiliir. H2O» suya aynca
askorbat-glutatyon dongiisii aracihfiyla da indirgenir. APX tarafindan
katalizlenen birinci reaksiyonda indirgen olarak AsA gorev almaktadir. APX
AsA’y1 MDHAya yiikseltger. MDHAR ise NADPH nin yardimyla MDHA’y1
AsA’vya indirger. DHA, MDHAdan kendiliginden olugur ve DHAR tarafindan
AsA’ya indirgenir. Aym reaksiyon sonucunda GSH de GSSG’ye yiikseltgenir.
Déngit GSSG'nin GSH’ye GR tarafindan doniistiiriilmesiyle son bulur. Son
reaksivonda indirgen olarak NADPH kullamilmaktadir. (Gill and Tuteja’dan
2010).

1.3 ROS Molekiillerinin Bitki Biiyiime ve Gelisimindeki Rolii

ROS molekiillerinin bitkilerin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karg
gelistirdigi savunma siire¢lerinde Ustlendigi kritik roller yukarida detayli bir
sekilde anlatilmigtir. Bununla beraber, son yillarda ROS molekiillerinin bitki
biiyiime ve gelisiminde de 6nemli gorevlere sahip oldugu ortaya konmustur. ROS
molekiillerinin, bitki gelisiminde hormonal sinyal iletiminden hiicre duvan
polimer yapisinin degisime kadar oldukga genis bir gorev araligina sahip oldugu
cesitli caligmalarda gosterilmigtir (Potikha et al., 1999; Schopfer, 2001; Pedreira
et al., 2004; Joo et al., 2005; Miiller ef al., 2009). Bu baglamda, girig bdlimiiniin
bu kismunda ROS molekiillerinin bitki bilyiime ve gelisimini nasil etkildigini
aydinlatan son ¢aligmalardan derlenen bulgular verilecektir.
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1.3.1 ROS ve uctan biiyiime

Oncelikle ROS molekiillerinin kok tiiyil ve polen tiibii hiicrelerinde goriilen
ugtan bityiime siirecindeki diizenleyici gorevleri iizerinde durulacaktir. Ugtan
biiyiime sonucunda, yeni hiicre duvar1 ve membram bilegenlerinin uzayan
hijcrenin ucuna dogru birikmesiyle tiip benzeri yapilar olugmaktadir. Hiicre ucuna
dogru artis gbsteren sitosolik Ca?" iyonunun, bu kutuplu sekresyonun
organizasyonunda merkezi bir role sahip oldugu vzun siiredir bilinmektedir. Artan
Ca®" diizeylerinin, b&lgesel membran sekresyonu ve hiicre bilegenlerinin diizenli
bir sekilde katmanlagmasi igin gerekli olan hiicre iskeleti organizasyonunu
koordine ettigi diigiiniilmektedir (Cheung and Wu, 2008). Ca?" gradiyenti ise
hiicrede kutuplu sekresyonu ve ugtan biliyiimeyi desteklemektedir. ROS
molekiillerinin ugtan biiylime siirecindeki gorevleri, 4. thaliana’nin root hair
defective 2 (rhd2) mutantlan aracilifiyla saptanabilmistir (Foreman et al., 2003).
rhd2 mutantlar1 kok tiiylerinin geligim siirecini baglatabilme yetenegindedirler.
Geligen tiiyler epidermal hiicrelerin yanlarindan ¢ikint1 benzeri yapilar olugtursa
da ugtan biiyiimeye gegis gerceklesemez. rid2 mutantlarinda neredeyse biitiin kok
tiiylerinin patladips goriilmiigtiir (Sekil 1.5 a, b) (Macpherson et al, 2008;
Monshausen et al., 2007). rhd2 mutasyonunun ¢esitli allelleri klonlandiinda,
mutasyonun “respiratory burst oxidase homolog C of Arabidopsis”
(AtRBOHCYyi kodlayan gende bulundugu saptanmigtir. AtRBOHC, memeli
NOX’unun gp91P2* katalitik alt biriminin homologlarindan birisidir. Daha énce
de bahsedildigi gibi NOX’lar, sitosolik NADPH’yi okside eden plazma membran:
enzimleridir, membran boyunca elektron transferini saglayarak hiicre duvarinda
02" olusumuna neden olurlar. Daha sonra Oz hizla H2OQz’ye déniisiir, H2O2
tekrar hiicre i¢ine girer ve sitosolik diizenleyici olarak ig goriir. O™, hiicre
duvarinda ayrica OH' radikallerini de olusturabilir (Sekil 1.5 ¢). DPI uygulanan 4.
thaliana’da da, ayn1 #hd2 mutant1 gibi koék tiiyil olusumu goriilmemektedir. DPI,
NOX gibi flavin igeren enzimlerin reaksiyon merkezlerine kovalent baglanan bir
inhibitérdiir (O’Donnell et al,, 1993). Bu bulgulara gére kok tiyii olusumu
siirecine ROS molekiillerinin rolii oldugu sdylenebilir. AtRBOHC, kok tiiyii
baslangi¢ bolgesinde bulunan hiicre membranlarinda birikir (Takeda et al., 2008).
Bununla birlikte proteinin r4d2 mutantinin koék tityli baglangig siirecine katilim
gostermediginden yukarida bahsedilmistir. K6k fiiyii ugtan biiylime safhasina
gectiginde ise en fazla AtRBOHC birikimi, uzayan ftilyiin ucuna dogru
goriilmektedir. Biiyilyen kok tiiyii hiicrelerinin uglarinda ROS diizeyleri, hiicrenin
diger kasimlarina gore daha yiiksektir. Bu baglamda bolgesel ROS tiretiminin kok
tilyli bliylime mekanizmasina katildig s6ylenebilir.
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Polen tijbii uzamasi da DPI uygulamasi ya da NOX ifadelerinin
baskilanmasi1 aracilifiyla inhibe edilebilir (Potocky et al., 2007). K&k tiiyii
uzamasina benzer gekilde, bolgesel ROS iiretimi polen tiibii ucunda da
gozlenmistir (Potocky et al., 2007). Ugtan biiyiimede NOX’larin gorev aldigim
gosteren diger bir ¢aligmada, NAD(P)H diizeylerinin polen tiiplerinin biiyiime
stirecinde inisli ¢ikigh bir grafige sahip oldugu saptanmustir (Cardenas et al.,
2006). Ugtan biiyiiyen hiicreler de genellikle dalgali bir biiyiime hiz1 grafigine
sahiptir. Benzer sekilde, bir alg tiirii olan Fucus serratus’ta ugtan bilyiiyen
rizoidlerde de uca dogru artan bir ROS ve Ca®* gradiyentinin olugarak biiyiime
yoniinii belirledigi saptanmistir (Coelho et al., 2002; Coelho ef al., 2008). Sonug
olarak ROS molekiillerinin kutuplu biiyiimenin diizenlenmesindeki rollerinin kok
tityleriyle sinirli kalmadig: one siiriilebilir.

Yaban tip:
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Sekil 1.5. ROS molekiillerinin ugtan bityiimedeki rolii. (a) Yaban tipi 4. thaliana’da kékiin
olgun bolgesinde bulunan kok tiiyleri uzayabilirken AtRBOHC eksik rhd2
mutantlarindaki kok tiiyleri bunu bagaramaz (Swanson and Gilroy’dan 2010). (b)
rhd2 mutantlarinda baslangi¢ safhasindan (iist) uzama safthasina (alt) gegen kok
tilyleri. Diizgiin bir sekilde is gorebilen AtRBOHC olmadan kék tiiylerinin
uglarinda hiicre duvar biitiinliigii saglanamaz ve kok tityleri patlar. Olgek = 5
pum, (Monshausen ef al.’dan 2007). (¢) AtRBOHC’nin kok tiiylerindeki ugtan
bityiimeye katihmini gésteren model (Swanson and Gilroy’dan 2010).
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1.3.2 ROS molekiillerinin kinaz kaskadlar1 ve iyon kanallariyla
iliskisi

ROS molekiillerinin, “mitogen-activated protein kinase” (MAPK)
kaskadlan ve transkripsiyonel aktivite degigimleri gibi birgok hiicresel siireci
aktive ettifi bilinmektedir (Pitzschke ef g/, 2009). Buna paralel olarak, A.
thaliana’da bulunan MAPK 6’nin yonca homologu olan SIMK’in kok tiiyii
biiyiimesini diizenledigi bulunmustur (Samaj et al, 2002). Ayrnica, H»O»
tarafindan indiiklenen OXI1 serin/treonin protein kinazinin kék tiiylerinde ifade
oldugu ve OXI1 mutantlarinda kok tiiyii uzamasmin engellendigi goriilmiigtiir
(Anthony et al, 2004; Rentel et al., 2004). Bu baglamda OXIl’in, ROS
sinyallerinin hiicre uzamas:1 yamtina donigtiiriilmesinde is gordiigii séylenebilir,
Diger taraftan, lipid fosfatidik asit aracilifiyla diizenlenen PDK1 protein kinazi
OXI1’i aktive etmektedir (Anthony et al., 2006). PTI1-2 protein kinazinin ise
OXI1 kinazinin ileri yolaklarinda ig goérdigli bilinmektedir, ROS sinyali PTI1-
2’ye OXI1 aracilifiyla PDK-1’den bagimsiz olarak etki ederken, lipid sinyalleri
PTI1-2’ye PDK1/OXIl kaskadi aracilifiyla etki eder (Anthony et al., 2006).
Literatiirde lipid sinyalinin ugtan biiyiimenin diizenlenmesinde oynadifi rollere
dair bityiik miktarda veri bulunmaktadir (Lee and Yang, 2008). Sonug olarak ROS
ve yukarida bahsedilen lipid sinyal sistemleri arasindaki etkilesimler, biiylime
stirecinde is goren sistemlerin ne denli biitiinlesik oldugunu gosterir niteliktedir,

Iyon kanah aktivitesi de sitosolik ROS molekiillerinin ana hedeflerinden bir
digeridir (Demidchik et al., 2003b, Mori and Schroeder, 2004). Apikal biiylimenin
diizenlenmesinde, uca dogru artig gosteren Ca?* gradiyentinin merkezi bir role
sahiptirr, Buna gore ROS molekiillerin ugtan biiyiimedeki diizenleyici
gorevlerinden birisi Ca®* kanali aktivitesini ayarlamak olabilir. Buna paralel
olarak, kok titylerinden elde edilen protoplastlarda ROS-duyarh ve Ca%*-gegirgen
bir kanal tammlanmustir (Foreman et al., 2003). rhd2 mutantlarinda da bu kanal
bulunmasma ragmen, ug¢ odakli Ca?* gradiyenti olusmaz. Bu bulgulara gore,
AtRBOHC tarafindan {iretilen ROS molekiillerinin, kanal aktivitesinin bélgesel
kontroliinii saglayarak Ca®* gradiyenti olusumuna sebebiyet verdigi one
stiriilebilir,

1.3.3 ROS molekiillerinin hiicre duvarn iizerindeki etkileri

NOX, sitosolik ROS degerlerini degistirdigi gibi, direkt hiicre duvarina O™
salinimi yaparak (Sekil 1.5 c) hiicre duvari esnekligini de etkilemektedir (Potikha
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et al., 1999; Schopfer et al., 2001; Pedreira et al., 2004; Muller et al., 2009).
Ucgtan biiyiime hiicre i¢ turgor basinci aracihigiyla yirittiilen bir siiregtir. Hilcrenin
uzayabilmesi igin, kék tiylerinin u¢ kisimlarinda hiicre duvari gevsemesi
gerceklerek hiicre uzamasi saglanmalidir. Bununla birlikte, kék tityii uglarmnin
patlamamasi igin hiicre duvarlari yeterli derecede dayanikli olmalidir. Ayrica, ug
bélgesi haricindeki hiicre duvarlarinda ¢apraz baglar olugarak, genisleme ug
bolgesiyle siirlandirmalidir (Sekil 1.5 c). Yani hiicre duvan o6zellikleri ugtan
biiyime igin oldukga Onemlidir. rhd2 fenotiplerinde, baslangi¢ fazindan ugtan
biiylime safhasina ge¢is anindan az dnce kék tityil uglarimin patlamas: (Sekil 1.5 a;
Monshausen et al., 2007), muhtemelen yukarida bahsedilen genisleme ve duvar
giiclenmesi arasmndaki dengenin saflanamamasindan kaynaklanmaktadir.
Gergekten de, H2O» uygulamasi ugtan biiyiime siirecini durdururken, ROS
stiptiriimii kék tiiyll uglarimin patlamasina sebebiyet vermektedir (Monshausen et
al., 2007). Biiyiiyen kok tiylerinde apoplasttaki 02~ radikalleri
goriintiilendiginde, yiizey boyunca O™ {iretiminin gerceklestigi fakat iiretimin
uzayan uca dogru azaldi1 belirlenmigtir. Bununla birlikte, koék tiiyll hiicrelerinin
uzayan uglan civarinda dalgall bir O;™ tretimi gdzlenmistir (Sekil 1.6 a).
Gergeklestirilen c¢alismalar sonucunda, polen tiiplerine benzer sekilde, koék
tiiylerinin de dalgali biiyiime gosterdigi saptanmistir (Monshausen et al., 2007,
2008). Bahsedilen dalgah bﬁyﬁme,. hizl1 ve hemen ardindan gelen yavag uzama
periyodlarna sahiptir. 4. thaliana’da, buylime dalgas: frekansinin dakika bagina 3
oldugu belirlenmistir, buna paralel olarak ROS {iretimi ve apikal Ca** gradiyenti
dalgalar1 da yaklagik ayni frekanslara sahiptir (Monshausen et al., 2008). Ayrica,
hizl1 biiylimenin 5. saniyesinde u¢ odakhi Ca®* gradiyentinde bir artis yasandig
bulunmug ve dalgalanmalarin polen tiiplerinde oldugu gibi mekano-duyarh iyon
kanallan tarafindan diizenlendigi 6ne slirillmiigtlir (Messerli and Robinson, 2007).
Ca®" gradiyenti maksimuma ulagtiktan 2 saniye sonra ise hiicre duvarma dogru
ROS iiretimi baglamaktadir (Sekil 1.6 b). Boyle bir ROS uretiminin, polimerlerin
kovalent ¢apraz bag yaparak hiicre duvarmm gii¢lendirilmesine ve dolayisiyla
hiicrede diger yonlere dogru gerceklesebilecek geniglemenin ya da ug
patlamasinin Onlenmesine aracilik ettigi soylenebilir (Monshausen and Gilroy
2009). Bununla birlikte, apoplastik ROS tiretiminin uzama durduktan uzun siire
sonra bile neden devam ettigi bilinmemektedir. Muhtemelen, ROS molekiilleri
biiyiime kontroliinden bagka siireglerde de gorev almaktadir. Subapikal apoplastik
ROS iretimi hem yaban tipi bitkilerin hem de ortam pH’si yiikseltilerek normal
kok tiyli gelisimi gostermesi saglanmis rhd2-! mutantlarmin koék titylerinde
goérillmektedir ve diger NOX’lar, hiicre duvart POX’lar ve amin oksidazlar gibi
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baska hiicre duvari ROS kaynaklarinin aktivitesini igaret etmektedir (Passardi et
al., 2004; Torres and Dangl, 2005; Cona et al., 2006).
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Sekil 1.6. Uzayan kék tilylerinde ROS, Ca?', hiicre duvari pH’si ve biiyiime hizindaki
dalgalanmalar. (a) Biiyliyen kék tiiylinde zamana bagli ROS degisimlerinin
goriintiilenmesi. Ekstraselliiler ROS seviyeleri dakikada yaklagtk 3 defa
maksimum degere ulasir. Sekilde siireler saniye cinsinden gosterilmistir. Olgek
= 10 pm, (Monshausen et al.’dan 2007). (b) Biiyiiyen kok tiiylerinde biiyiime
iz, hiicre igine Ca®" girigi ve hiicre duvarinda pH/ROS maksimum dcgcrlcri
Bilyilme hizi maksimum seviyeye ulagtiktan 5 saniye sonra hiicre igi Ca®
miktar1 maksimum degenm alir, 2 saniye sonra da hiicre duvar1 pH/ROS
degerleri maksimum seviyeye erigir (Monshausen et al.’dan 2008). (c) Uzayan
kék tityli ucunda gerceklegen siiregleri anlatan model. Ca?" iyonlari mekano-
duyarli iyon kanallarn (kumizi) araciifiyla hiicre igine girer. Plazma
membranlarinda bulunan H* tagiyicilan (yesil) aracilifniyla hiicre igine H*
almimi saglanir. AtRBOHC (mavi) ile ROS iiretimi gergeklestirilir. Uretilen
ROS daha sonra hiicre duvarinda ¢apraz baglarin olusumuna aracilik eder ve
kok gelisgiminde hiicre i¢i sinyali olarak i gorir (Swanson and Gilroy’dan
2010).

ROS molekiillerinin hiicre duvar1 giigclenmesi ve biiylime siirecindeki
islevlerinin baglantili oldugu disiiniilmektedir. Buna gore uzayan uglarda
karmagik bir geri besleme mekanizmasi One siiriilmiigtiir. Uctan biiyliyen
hiicrelerde NOX, Ca®' baglanmasi ve Ca®" bagimli protein kinaz aktivitesi
araciligiyla aktive olmaktadir (Ogasawara et al., 2008; Takeda et al., 2008). Yani
sitoplazmada artig gosteren Ca®* iyonlar1 ROS iiretimini uyarir, ROS molekiilleri
de bahsedildigi {izere Ca** kanallarinin aktivitesinde etkilidir (Sekil 1.6 c). Polen
tiiplerinde ise, ROS seviyeleri ortamdaki CaCl; diizeyinin artirilmasi sonucunda
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yiikselmektedir, bu bulgu da Ca?* alimimu ve ROS iiretimi arasindaki bag
desteklemektedir (Potocky et al., 2007).

1.3.4 ROS, G-proteinleri ve uctan biiyiime

Polen tiiplerinde ve kok tiiylerinde goriilen ugtan biiylime ve ROS
lokalizasyonunun, Rho sinifi monomerik G-proteinleri (Rop’lar) ve GDP ayrilma
inhibitérleri (RhoGDI'ler) ile yakindan iligkili oldufu distiniilmektedir.
RhoGDUI’lerin, G-proteinleri ile GDP’nin bagl olarak kalmasim saglayarak, G-
proteinlerini inaktif halde tuttugu sanilmaktadir. Rop’lar ugtan biiyliyen hiicrelerin
uclarinda konumlanarak apikal bilyiimenin diizenlenmesinde is goriirler (Lee and
Yang, 2008). Ornegin Rop 2, 4 ve 6'nin konstitiitif aktif mutantlarinda kok tityil
uzunluklar artiy géstermistir. Kok tiiylerinde ROP2’nin agint ifadesi, AtRBOHC
aracilityla gerceklesen ROS iiretiminde artisa neden olurken, inaktif ROP2 nin
ROS degerlerini agagiya ¢ektii saptanmistir (Jones ef al., 2007). Ayrica piringte
monomerik bir G-proteini olan OsRacl’in NOX’a in vivo’da Ca® iyonuna
bagimli bir gekilde baglandig gosterilmistir (Wong ef al., 2007). Ay ¢aligmada,
pirincin konstitiitif aktif OsRacl mutantlarmda NOX B’nin aktive edildigi
belirlenmistir, Bu bulgular G-proteinlerinin ROS iiretimi {izerindeki direkt
etkilerini kanitlamaktadir. Diger taraftan, A. thaliana’min RhoGDI eksik
supercentipede 1 (scnl) mutantlarinda, tek bir epidermal hiicreden ¢ok sayida kok
tiyll ¢iktigt goriilmigstiic (Carol et al., 2005; Takeda ef al, 2008). scnl
mutantlarimn  ayrica ROS molekiillerini tek bir bélgede lokalize edebilme
yeteneklerini kaybettikleri ve dolayisiyla tek hiicreden birden fazla koék tiiyii
olustugu one siriilmiigtiir. sen! mutantlarinda hem AtRBOHC’nin, hem de
ROP2’nin delokalize oldugu gézlenmistir. Buna gore, RhoGDI'lerin Rop ve
NOX’larin lokalizasyonu ayarlayarak bolgesel ROS iiretimini diizenledigi
sdylenebilir, Buna ek olarak, actin2 mutantlarmin ve cytochalasin (aktin
depolimerizasyon ajant) uygulanan bitkilerin NOX’larinda yanlig lokalizasyon
gozlenmigtir (Ringli et al., 2002; Takeda ef al., 2008). Bu baglamda NOX
lokalizasyonunun, hiicrenin u¢ kismindaki mikrofilament yapisiyla yakindan
iligkili oldugu sdylenebilir. Ayrica Rop’lanin ugtan biliyliyen hiicrelerin ug
kisimlarindaki aktin dinamiklerine O6nemli derecede kattlim gosterdigi
diisimiilmektedir (Lee and Yang, 2008).

Ugtan biilyiimenin diizenlenmesinde rol oynayan bir¢ok bilesen bulunsa da
(Cheung and Wu, 2008); bunlardan ROS sinyali ile iligkili oldugu i¢in {izerinde
durulmas: gereken nitrik oksit (NO)’in; kék tiiyii, polen tiibii ve egrelti otlarinda
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spor biiylimesinde pozitif regiilatér olarak is goérdiigiini gosteren caligmalar
mevcuttur (Prado et al, 2004; Lombardo ef al., 2006; Mclnnis et al., 2006;
Bushart and Roux, 2007, He et al., 2007; Reichler et al., 2009; Wang et al.,
2009). Kok tiiylerinde, NO aktivitesinin oksin yolaklariyla iligkili olabilecegi
belirtilmistir (Lombardo et al, 2006). ROS ve NO’nun etkilesim icerisinde
oldugu bilinmektedir, 6megin ROS ile NO’nun reaksiyonu aracihfiyla ROS
diizeyleri ayarlanmaktadir (Wilson et al., 2008). Buna baglh olarak, ugtan biiyiime
stireci igin, NO’in katlun gosterdifi ve ROS seviyelerini diizenleyen bir
dongiiden bahsedilebilir.

Ugtan bilyiimeyi diizenleyen mekanizmanin ROS ve Ca?* iyonu haricindeki
bir diger bileseni ise hiicre duvari pH’sindeki degigsimlerdir, Yiiksek hiicre duvan
pH’sinin, geri doniislimlii olarak hiicre duvarlarint giiclendirerek biiyiimeyi
smirlandirdig: diistintilmektedir. Kék tiiyiinde, ekstraselliiler pH salinumlan, ROS
molekiilleriyle uyum gostermektedir ve biiyiime ve Ca?” salmimlarini takiben
gerceklesmektedir (Monshausen et al., 2007) (Sekil 1.6 b). Buna benzer bir
zamanlamaya sahip ve yine Ca?', pH ve biiyiime ile iligkili bir siireg polen
tiiplerinde de tanimlanmgtir (Messerli et al., 2000; Messerli and Robinson, 2007).
Bu baglamda yliksek derecede korunmus bir bilylime yanitlan kiimesinden séz
edilebilir. Ayrica yliksek ortam pH’sinin, rhd2? mutantlarinda kk tiiylerinin
patlamasmi engelledii ve uca dogru artis gosteren Ca** gradiyenti ile birlikte
normal uzama gdsteren kok titylerinin gelisimine sebebiyet verdigi saptanmigtir
(Monshausen et al., 2007). Tim bu bulgulara gore ROS ve pH arasinda bir
etkilesim oldugu séylenebilir. ki faktor de birbirini hiicre duvari dinamikleri ve
sitosolik aktivite kontrolii diizeyinde kompanse eder ve biiyiimenin devamlilig
saglanir. AtRBOHC eksik mutantlarda yiiksek ortam pH’sinin biiyiimenin
devamhlifini saglayabilmesi, ugtan biiyliime siirecinde diger ROS kaynaklarimin
da rol oynayabilecegine dair kanit sunmaktadir,

1.3.5 ROS ve kiok uzamasi

Kokler iizerinde yapilan galismalar sonucunda, ROS molekiillerinin sadece
u¢tan biiylimede degil, birgok bitki biiyiime ve gelisim siirecinde daha énemli
gorevlere sahip olabilecegi ortaya konmustur. Ornegin r4d2 kéklerinin, yaban tipe
gore yaklagsik % 20 daha kisa oldugu saptanmustir (Foreman et al., 2003; Renew et
al., 2005). Benzer sekilde, inhibitér caligmalari sonucunda rmusir koklerinde
bityiimenin NOX’larin kontroliinde olabilecegi belirtilmigtir (Liszkay et al,
2004). A thaliana’nn NOX D ve F mutantlarinda siurli kok biiyiimesi
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goriiliirken, her iki enzimin de eksik oldugu mutantlarda kok uzamasimin énemli
derecede azaldify saptanmugtir (Torres et al., 2002). Tiim bu bulgular, ROS
molekiillerinin bitki biiylime ve gelisimindeki yaygmn roliini desteklemektedir.
ROS molekiillerinin, bitkilerde biiyiime ve gelismeyi cevresel faktdrlerin
alginmasmda ve hormon sinyalizasyonunda énemli roller oynayarak diizenledigi
diigiiniilmektedir. Gergekten de, ABA inhibisyonunun AtRBOHD/F mutantlarinda
bitki biiyiimesini daha az etkiledigi bulunmugtur (Kwak et al, 2003). Benzer
sekilde, tropizma yanitlan tizerinde yapilan ¢aligmalarda, oksine bagimh bitki
gelisiminin kontroliinde de ROS molekiillerinin rolii olduguna dair kanitlar ortaya
konmugtur.

Bilindigi iizere, bitki kdk ve gévdeleri, gravistimiilasyona yanit olarak yer
¢ekimi vektorinil algilar ve gravitropik biliyiime gergeklesir, genel olarak
siirgiiniin  yukani, koklerinde agagi dogru biiylimesi saglanir. Bitkilerde yer
¢ekiminin  algilanmasim  saglayan molekiiller mekanizma tam olarak
aydinlatilamamg olsa da, genel olarak oksinin organlann bir yanina dogru
asimetrik bir sekilde dagilarak bir tarafta biliyiimenin inhibe olmasi, diger tarafta
da hizlanmasi sonucu kivrilmanin gergeklestifi sdylenebilir, Sonug olarak yer
¢ekimine yanit, biiyiime farklilagmasi aracilifiyla gergeklesen organ kivrilmasidir.
Boyle bir gravitropizma hem musir ve A. thaliana koklerinde (Joo et al., 2001;
2005) hem de yer ¢ekimi ile uyarilmig musir pulvinusunda (Clore et al., 2008)
ROS iiretimi ile iliskilendirilmigstir. Yer ¢ekimi ile uyarilmig kéklerde, uyarimdan
30 dakika sonra ROS molekiillerinin korteksin agagisinda asimetrik olarak
biriktigi goriilmiigtiir; uyarimin stiresi uzadikga birikim simetrik bir hal almigtir
(Joo et al., 2001). Ayrica H20» igeren agar bloklarina asimetrik bir sekilde maruz
birakilan kokler, agarlara dogru kivrilma géstermigtir. H2O2 uygulamasiyla hiicre
duvar1 esnekligi lizerinde degisimler de gergeklesebilecegi igin, bahsedilen
¢aligmada 1mM N-asetil-sistein aracilifiyla ROS siipiiriimii gergeklestirilmis ve
sonug¢ olarak bilyiime oraninda bir degisim olmadif, fakat kivrilmanin
engellendigi bulunmustur., Bu bulgu da, tropizma yanitlarinda goriilen asimetrik
ROS iiretimini desteklemektedir (Joo et al, 2001). Sonu¢ olarak, kivriimanin
gergeklesecegi yon tarafinda asimetrik ROS birikimi biiylime inhibisyonuna
neden olur, boylelikle gravistimiilasyon yanit1 olarak k6k kivrilmas: gergeklesir.

Oksinin yukarida bahsedilen kék uzamast modeli i¢in birincil diizenleyici
oldugu disiiniilmektedir. Oksinin biriktigi yanda biiyiime inhibisyonu gergeklesir
ve kok kivrilir. Buna paralel olarak, o&ksinin ROS iiretimini de uyardigi
bilinmektedir (Schopfer, 2001; Schopfer et al, 2002). Oksin araciifityla
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gerceklesen ROS diretiminin, hayvanlardaki siirece benzer sekilde NOX’larin
fosfatidilinositol-3-kinaz aktivitesi sonucunda indiiklenmesiyle gerceklestigi rapor
edilmistir (Joo et al., 2005). ROS molekiillerinin musir pulvinusundaki gravitropik
yanitlarda da buna benzer gekilde ig gordigii diistiniilmektedir. Pulvini tahil
bitkilerinde nodlarin apikalinde olugan yapilardir, gravistimiilasyon sonrasi
asimetrik biiyiime yanit1 olusturulmasiyla yapraklarm dikey eksende biiylimesine
aracihk ederler. Gravistimiilasyon sonrasinda, pulvinusta H,O; diizeylerinin,
biiylime yanitindan nce artig gosterdigi bulunmustur (Clore et al., 2008). Aym
galismada belirtildigi {lizere, Hx0; firetimi DPI uygulamasma yamt
vermemektedir, yani sliregte is géren ROS, NOX aracilifiyla iiretilmemektedir.
Pulvininin st kismma 1 mM H20: uygulandifinda ise kivrilma ters yonde
gergeklesmektedir. Diger bir c¢aligmada ise oOksin asimetrisinin  ROS
degisimlerinden sonra gergeklestigi belirtilmistir (Long et al., 2002). Yani ROS
liretimi Oksin gradiyentinden daha hizli gergeklesmektedir; buna gore kokteki
gravitropik yanitin aksine, ROS molekiillerinin oksinin geri yolaklarinda is
gordiigii sonucuna varilabilir.

1.3.6 Ekstraselliiler ATP, ROS ve kik uzamas

Ekstraselliiler ATP’nin hayvanlardaki diizenleyici gorevlerine dair ¢ok
sayida galisma yapilmistir. Ekstraselliller ATP’nin iyon kanallan ve G-proteini
baglh reseptorler tizerinden hiicresel fonksiyonlan: diizenledigi bilinmektedir
(Burnstock and Verkhratsky, 2009). Son yillarda ekstraselliiler ATP nin bitkilerde
de onemli sinyal molekiilleri olarak gorev aldifi ortaya ¢ikmigtir (Roux and
Steinebrunner, 2007). Ekstraselliiler ATP’nin bitkilerde yaralanma yanitlarinda,
hiicre canlilifinda, biiylimede, gravitropizmada, tigmotropizmada ve kok tiiyleri
ile polen tiiplerinde ugtan biiyiime siirecinde rol oynayabilecegi belirtilmistir
(Demidchik et al., 2003a; Roux and Steinebrunner, 2007). Ekstraselliller ATP’nin
kék ve kék protoplastlarinda ROS {iretimini baglattigy gosterilmigtir, kok tiiylinde
gorillen sinyal kaskadina benzer sekilde, AtRBOHC aracilifiyla plazma
membranindaki Ca’* kanallarmm aktivasyonu gergeklesmektedir (Demidchik e
al., 2009). Ekstraselliiler ATP’nin hem ana kdkte uzama bélgesinde hem de kék
tilylerinde uzayan uca dogru biriktigi bulunmug ve biiyiime kontrolinde gérev
aldigs 6ne siiriilmustiir (Kim ef al., 2006). Polen tiiplerinde ise ekstraselliller ATP
sinyali uzama stirecinde NO ile birlikte i gérmektedir (Reichler et al., 2009).

Ekstraselliler =~ATP  salmimi  mekanik wuyarim  sonucunda da
gerceklesmektedir (Weerasinghe et al., 2009). Ayrica 4. thaliana’da mekanik
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etkilerin algilanmasmna ROS iiretimi ve Ca?' sinyalinin de katilim gosterdigi
saptanmistir (Monshausen and Gilroy, 2009). ROS ve hiicre duvan pH’sindeki bu
degisimlerin mekanik etki sonucunda sitosolik Ca®* diizeylerinin artig1 aracihgryla
gerceklestigi diigtinlilmektedir (Monshausen et al., 2009). Bununla birlikte, kékiin
uzama bdlgesinde, kék tiiyll ucu uzamasinin aksine mekanik uyarima yant olarak
verilen ROS degigimlerinin AtRBOHC aracilifiyla gerceklesmedigi agiklanmagtir
(Monshausen et al., 2009).

Sonug olarak; ugtan biiyiiyen hiicrelerde ROS ve NOX, sitoplazmik sinyal
aglarma katilarak ve hiicre duvar1 6zelliklerinin konfroliinii saglayarak bitki
biiylime ve gelisimini diizenlemektedir. Bununla birlikte ROS molekiillerinin bitki
gelisimindeki gérevlerine dair bagka 6meklerde bulunmaktadir. Omegin pamuk
liflerinde sekonder hiicre duvarlarinin olusumu (Pothika e al., 1999), misirda
yaprak biiylimesi (Rodriguez et al., 2002) ve adventif kék olusumu (Lanteri ef al.,
2008; Li et al, 2009) sireglerine ROS molekiillerinin katihm gésterdigi
bilinmektedir. ROS molekiillerinin bitki bliylime ve gelisimindeki yaygin rollerini
gosteren diger bir ¢aligmada, NOX’larin baskilandif: domateslerde birgok geligim
anomalisi saptanmigtir (Sagi ef al, 2004). Tim bu anlatilanlar, ROS
molekiillerinin bitki biiyiime ve geligimindeki rollerini agikga gésterse de, daha
dnce bahsedildigi {izere bugiine kadar ROS molekiillerinin, bugdaylarn derin
ekim toleransma katki saglayan birinci internodyum wuzamasindaki rolii
aydinlatilmamistir. Bu eksiklik gz Oniine alinarak, Tir bugdaymin birinci
internodyum uzamast iizerinde GA, ROS ve antioksidant sistem arasindaki
etkilesimin aydinlatilmasi amag¢lanmistir,
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Bitkilerin Yetistirilmesi ve Deneme Deseni

Tir bugdayr tohumlann Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimii 6gretim iyelerinden Prof. Dr. Muzaffer TOSUN aracilifiyla temin
edilmigtir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu, tohumlan 1 dakika boyunca % 70
(v/v) etanol ¢ozeltisine, daha sonra 3 dakika boyunca % 5 (v/v) sodyum hipoklorit
¢Ozeltisine maruz birakarak gerceklestirilmigtir. Tohumlar etanol ve sodyum
hipoklorit uygulamalarindan sonra deiyonize suyla 5’er kere yikanarak 24 saat
boyunca sigirilmigtir. Tohumlar daha sonra 12 cm ¢apindaki kaplara 200 mL % 1
(w/v) agar konularak olusturulan yaklagtk 2 cm’lik tabakalarin {izerine
yerlestirilmigtir. Her kaba 20 bitki ekilmistir. Agarlarn {izerine 2 ¢m, 5 cm, 10
cm, 15 cm ve 20 cm kalinliginda 7 : 2 : 1 oranina sahip torf : vermikiilit : perlit
karigim ilave edilmigtir. Bitkiler JSR JSPC-420C bitki biiylitme kabininde, 25 °C
sicaklik ve % 70 bagil nem kosullarinda ve karanlikta yetistirilmistir. Bugday
fidelerine ayrica GA ve GA biyosentez inhibitdrii uniconazole uygulanmigtir
(Sekil 2.2). Ekzojen GA uygulamasi igin, GA; DMSO’da ¢oziilerek % 1 agar
ortamina ilave edilmistir. Uygulanan GA3 konsantrasyonu 2.89 pM’dir. Agardaki
DMSO konsantrasyonu ise % 0.1’dir. Kontrol gruplar1 sadece % 0.1 DMSO
igermektedir. Ekzojen uniconazole ve uygulamasi da GAs uygulamasiyla aym
sekilde gerceklestirilmistir. Uygulanan uniconazole konsantrasyonlan 0.2 pM, 2
puM ve 10 pM’dur.

Kontrol (A [Uniconazole
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26

K* ve HzO2’nin birinci internodyum uzamasi iizerindeki etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in; 1.5 mM ve 3 mM KCIl, GA ile aym sekilde uygulanirken;
H202 uygulamasi, Tir tohumlar1 yiizey sterilizasyonunun ardindan 24 saat
boyunca 1 mM, 20 mM, 80 mM ve 120 mM H20: ¢ozeltilerinde bekletilerek
gerceklestirilmigtir.

Daha sonra 7 giinliik bitkilerin (Sekil 2.2) siirgiin, birinci internodyum ve
koleoptil uzunluklar: dlgiilerek birinci internodyumlan hasat edilmis ve siv1 azotta
dondurulmustur. Alinan 6rnekler biyokimyasal parametreler belirlenmek iizere -
80 °C’de saklanmustir.

Sekil 2.2. 7 giinliik bugday fideleri (kontrol).

2.2 Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii
2.2.1 H20; miktarmin belirlenmesi

H20: miktar1 tayini Cheeseman’a (2006) gore gerceklestirilmistir.

Kullanilan metot ferrous ammonium sulphate/xylenol orange (FOX) ydnteminin
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degistirilmis versiyonudur (Gay et al., 1999; Wei et al., 2002). Kullanilan eFOX
¢ozeltisi 25 mM H2804, 250 pM ferrous ammonium sulphate, 100 uM sorbitol,
100 puM xylenol orange ve % 1 (v/v) etanol igermektedir. Orneklerin
homojenizasyonu 25 mM H>SOs; igeren - 20 °C’deki saf aseton araciligiyla
gergeklestirilmigtir. 0.1 g 6rmek 3 mL tampon ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar 4000 g’de 5 dakika boyunca santrifiije maruz birakilmugtir.
Siipernatantlardan 50 pL alinarak iizerine 950 pL eFOX cozeltisi ilave edilmis,
karigimlar vortex’lenmis ve 30 dakika sonra 500 nm ve 800 nm’deki absorbanslar
saptanmugtir. Omneklerin HO; konsantrasyonlann % 30 H>0: kullanilarak
hazirlanan standarda gére hesaplanmugtir.

2.2.2 Antioksidant enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Bu agsamadaki biitiin iglemler proteaz aktivitesini minimum seviyede tutmak
i¢in 4 °C’de gergeklestirilmigtir. Protein ve enzim ekstratlari 0.1 g 6rnegin 300 uL
ekstraksiyon tamponunda [50 mM Tris-HCl pH 7.8, 01 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), % 0.2 (v/v) Triton™ X-100, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ve % 2 (w/v) polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP)] homojenize ederek hazirlanmistir. APX aktivite analizi igin
homojenizasyon tamponuna 5 mM AsA eklenmigtir. Homojenizasyonun ardindan
drnekler 14000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir, bu agamadan sonra elde edilen
stipernatantlar protein miktar1 ve enzim aktivitesi belirlenmesinde kullanilmigtir.
Hiicre duvan POX aktivitesinin belirlenebilmesi igin ise, santrifiijiin ardindan elde
edilen pelletler 50 mM sodyum fosfat (pH 5.8) tamponuyla 10 dakika ve 1000
g’lik santrifiij uygulamalariyla 4 kere yikanmigtir. Pelletler daha sonra 2 saat
boyunca 1 M Na(l ¢ozeltisine maruz birakilmigtir. Son olarak émekler 1000 g’de
10 dakika santrifiij edilerek protein miktar1 ve enzim aktivitesi tayini igin
slipernatantlar almmstir.

Protein miktar1 Bradford’a (1976) gére belirlenmistir. Olgiim Coomassie
Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik sartlarda proteine baglandifinda kirmizi
velveya yesil formundan maviye doniigmesine dayanmaktadir. Mavi renk
olusumu 595 nm’de Slglilmiigtiir. Standart olarak bovine serum albumin (BSA)
kullamlmigtir. Standart aralig1 0,02-0,2 mg/ml’dir.

POX (EC 1.11.1.7) aktivitesi Herzog and Fahimi (1973) tarafindan
kullanilan metoda gbre saptanmigtir, Yéntem reaksiyvon kangimindaki 3,3’-
diaminobenzidine-tetra hidroklorid dihidrat (DAB)'in ekstrakttaki POX’lar
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tarafindan H2O>’yi siipiirmek i¢in substrat olarak kullanilmasi ve buna bagh renk
olusumunun 240 nm’de Sl¢iimiine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimu 0.5 mM
DAB, % 0.1 (w/v) jelatin, % 0.6 (v/v} H20z igeren 150 mM sodyum fosfat sitrat
tamponudur (pH 4.4). 465 nm’deki absorbans 3 dakika boyunca gézlenmistir.
Enzimin, 1 mg toplam protein bagina dakikada oksitledigi DAB miktar;, 1 U
(umol DAB mg protein™ min') olarak hesaplanmugtir.

APX (EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano and Asada’ya (1981) gore
belirlenmistir. Olgiim, AsA’min oksitlenmesine bagli olarak 290 nm’deki
absorbansin azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon kariginu 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM H20: ve 0.5 mM AsA igeren 50 mM potasyum fosfat tamponudur
(pH 7.0). Oksitlenen AsA miktari, ekstinksiyon katsayist 2.8 mM™' cm'’
kullanilarak hesaplanmigtir. Enzimin 1 mg toplam protein bagmna dakikada
oksitledigi AsA miktar, 1 U (umol AsA mg protein? min') olarak

hesaplanmistir.

GR (EC 1.6.4.2) aktivitesi Foyer and Halliwell’a (1976) gore olgtilmigtiir.
Yoéntem GSSG’yi redikklemek igin GR tarafindan oksitlenen NADPH’nin
izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karnsimi 0,5 mM GSSG, 0,12 mM
NADPH igeren 25 mM sodyum fosfat (pH 7.8) tamponudur. NADPH
oksidasyonu 340 nm’de takip edilmistir. Oksitlenen NADPH miktan ekstinksiyon
katsayis1 6.2 mM! cm™! kullamlarak belirlenmigtir. Enzimin 1 mg toplam protein
bagmna dakikada oksitledigi NADPH miktar1, 1 U (umol NADPH mg protein™
min') olarak hesaplanmigtir.

Antioksidant enzimlerin haricinde, ROS iireten NOX enzimlerinin de
aktivitesi belirlenmigtic. NOX (EC 1.6.3.1) aktivitesi Jiang and Zhang’a (2002)
gore Olgiilmiigtiir. Reaksiyon karisimi 50 mM Tris-HCl tamponu (pH 7.5), 0.5
mM XTT ve 0.1 mM NADPH igermektedir. 470 nm’de 3 dakika boyunca
XTT’nin rediiksyonu izlenmigtir. Reaksiyon dig1 olugabilecek renk degisiminin
saptanmas1 igin 50 U SOD kullamilmistir. Oz ftretimi 2.16 x 10* M? cm
ekstinksiyon kat sayist kullanilarak hesaplanmgtir.

2.2.3 Antioksidant enzimlerin izoenzim tayini
Omeklerden elde edilen protein ekstraktlar1 denatiirasyona sebep olmayan

kosullarda poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-PAGE) ayrilarak arastirilan
enzimlere 6zel boya soliisyonlartyla boyamalar gerceklestirilmistir. Orneklerin
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hazirlanmasinda aktivite analizlerinde kullamilan ekstraksiyon prosediirii
kullanilmigtir. Native-PAGE Laemmli’ye (1970) gére sodium dodecyl sulfate
(SDS) kullanilmadan yapilmigtir. Jeller Vilbert Lourmat jel goriintilleme
sisteminde gorlintillenmis ve Bio-Capt yazilimu kullamilarak bant yoZunluklar:

analiz edilmistir,

SOD izoenzimlerinin belirlenebilmesi i¢in érnekler % 12.5 ayirma ve % 4
hizalama jelinde elektoforetik aymrima maruz birakilmigtr,. SOD boyamasi,
Beauchamp and Fridovich’e (1971) gére riboflavin ve nitrobluetetrazolium (NBT)
boyast ile belirlenmistir. Riboflavin 151kla birlikte O™ iiretme 6zelligine sahiptir,
tiretilen O2™ NBT’yi oksitleyerek mavi-mor renkte formazan olugumuna sebep
olur. Boyamanin prensibi jel {izerinde SOD izoenzimlerinin bulundugu bélgelerde
NBT oksitlenmesinin inhibisyonu ile beyaz bantlar olugmasinin saglanmasidir.
Jeller 60 dakika karanlikta boya soliisyonunda bekletildikten sonra 151k altinda
¢alkalanarak bantlarin olugsmasi beklenmigtir. SOD izoenzim tipleri Vitdria ef al.’a
(2001) gore boya soliisyonuna inhibitdr ilave edilerek belirlenmigtir. Cu/Zn-SOD
inhibisyonu icin 2 mM KCN, Cu/Zn-SOD ve Fe-SOD inhibisyonu iginde 3 mM
H>0; kullanilmigtir. Mn-SOD aktivitesi her iki inhibitdrden de etkilenmemektedir.

POX izoenzimleri Seevers et al.’a (1971) gore saptanmigtir. Proteinlerin
ayrimt igin % 10 ayurma jeli ve % 4 hizalama jeli kullamlmugtir. Boya soliisyonu
1.3 mM DAB ve % 3 (v/v) H20: igeren 200 mM sodyum asetat tamponudur (pH
5.0). Boyama POX enzimlerinin bulundugu boélgelerde DAB’1n oksitlenmesi ile
kahverengi bantlar olugmasma dayanmaktadir. Elde edilen jeller % 7 (v/v) asetik

asit ¢cozeltisinde fikse edilmigtir.

GR izoenzimleri % 7.5 ayirma jeli ve % 4 hizalama jeli kullanilarak Hou ef
al.’a (2004) gore belirlenmistir. Jeller 10 mM Tris-HCl (pH 7.9), 4 mM GSSG,
1.5 mM NADPH*Nas ve 2 mM DTNB igeren g¢ézeltide 20 dakika boyunca
inktibe edildikten sonra 50 mM Tris-HCl (pH 7.9) yikanmustir. Son olarak oda
sicakliginda 5-10 dakika boyunca 1.2 mM MTT ve 1.6 mM PMS uygulanarak
jellerin boyamasi tamamlanmug ve bantlar gbzlenmigtir.

2.2.4 GA-insensitif (Rh?) genlerinin ifadesi

Tir bugdayr birinci internodyumlarindan Qiagen RNeasy® Plant Mini Kit
kullamlarak total RNA elde edilmigtir. Saflagtirlan total RNA’da kalmis
olabilecek DNA, DNase I (Fermentas) kuilamilarak uzaklagtirilmigtir, cDNA
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sentezi ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit kullamlarak iireticinin
direktiflerine gore gerceklegtirilmigtir, PCR reaksiyonlaninda kullanilan primer
dizileri Cizelge 2.1’de gosterilmigtir. Reaksiyonlardaki RNA miktan factor Act4
geni (GenBank: AB181991.1) kullamilarak normalize edilmigtir. Kantitatif PCR
(gPCR) ig¢in Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2x) (Fermentas)
kullanilmigtir. gPCR analizleri i¢in StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) sistemi kullanilmigtir. 2 cm toprak derinligine ekilen
kontrol bitkileri (2C) kalibratér olarak kullanilmis ve diger gruplarin gen ifadeleri
2C’nin katlar olarak verilmistir.

Cizelge 2.1 RAf genleri igin primer listesi.

Gen adi Primer dizileri (forward / reverse) Kaynak

5’-CGGGTTCGAGACCGTG-3’
Rhe-Al 5’-CCGCCGGCGAATAGG-3 Wen et al., 2013

5’-CACTACTACTCCACCATGTTCGATTCTCTG-3’
Rht-B1 3'-GCGGCAGGAGCAGCAGCC-3’ Pearce et al., 2011

5 -ATGTACCGGGTGAAGAGCGAGAGC-3’
Rht-D1 5’-AGCCTCTGAATTAGCAATGAAATTGTC-3’ Pearce et al., 2011

5"-ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT-3’ Gil-Humanes et al.,
Actd 5’-CAGAGTCGAGCACAATACCAGTTG-3’ 2009
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3. BULGULAR
3.1 Birinci Internodyum, Koleoptil ve Siirgiin Uzunluklar:

Birinci internodyum uzamasiyla toprak derinligi arasmndaki iligkinin
gozlenebilmesi igin bugday tohumlan 2 cm {(derin olmayan ekim), 5 ¢cm, 10 cm,
15 cm ve 20 cm toprak derinliklerine ekilerek birinci internodyum uzunluklan
Olglilmigtiir (Sekil 3.1).

2C 20U 2GA |5C 50U 5GA §10C 10U 10GA § 15C 15U 15GA | 20C 20U 20GA

Sekil 3.1. Kontrol, uniconazole (0.2 pM) ve GA gruplarinda (a) 2 cm, (b) 5 cm, (c) 10 cm,
(d} 15 em ve (¢) 20 cm toprak derinlikierine ekilen bitkilerin birinci
internodyumlan (2C = 2 cm/kontrol, 5C = 5 cm/kontrol, 10C = 10 cm/kontrol,
15C = 15 cm/kontrol, 20C = 20 cmv/kontrol, 2GA = 2 cm/giberellin, 5GA = 5
c/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin, 15GA = 15 em/giberellin, 20GA = 20
cm/giberellin, 2U = 2 cm/uniconazole, SU = 5 cm/uniconazole, 10U = 10
cm/uniconazole, 15U = 15 em/uniconazole, 20U = 20 cm/uniconazole) (Olgek
¢ubugu = 10 c¢m),

Herhangi bir uygulama gerc¢eklestirilmeyen kontrol gruplarinda, derine
ekilmeyen bitkilerde birinci internodyum uzuniugu 7.91 cm olarak gozlenmisgtir.
Bununla birlikte, derin ekim uygulamasin ilk derinliginde, yani 5 cm’lik
derinlikte birinci internodyum uzunlugunda % 9.35 (p = 0.0001) oraninda bir artig
gozlenmigtir. Diger taraftan, 5 cm’den daha yiiksek toprak derinliklerinde de aym
etki gbzlenmistir. 5 cm, 10 cm, 15 cm ve 20 cm’lik toprak derinliklerindeki birinci
internodyum uzunluklan sirasiyla 8.65 cm, 8.74 cm (% 10.5 artis) (p < 0.0001),
8.54 cm (%o 8 artig) (p < 0.01) ve 8.78 cm (% 11 artig) (p < 0.0001)’dir (Sekil 3.2
a). Sonug olarak, derin ekim uygulamasinin birinci internodyum uzamasin derin
ekim siddetindem bagimsiz olarak uyardif séylenebilir.

Tir bugdaymin  birinci  internodyumundaki GA  duyarlilifinmn
belirlenebilmesi i¢in bitkilere 2.89 uM GA3 uygulanarak birinci internodyumtarin
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verdigi yanit gézlenmistir, GAs uygulamas: tiim toprak derinliklerinde aym etkiyi
gostererek birinci internodyum uzunluklarm 1.5 kat artirnmgtir.  Birinci
internodyum uzunluklar1 2 cm, 5 cm, 10 cm, 15 cm ve 20 cm toprak
derinliklerinde sirasiyla 12.52 cm, 13.43 cm, 13.50 cm, 12.90 cm ve 13.42 cm
olarak saptanmugtir. GA uygulanmg bitkilerde de toprak derinlifine kars1 kontrol
gruplarina benzer bir etki gézlenmigtir. 5 cm, 10 cm ve 20 cm toprak
derinliklerinde sirastyla % 7.3 (p < 0.005), % 7.8 (p < 0.005) ve % 7.2 (p < 0.05)
oranlarinda artig gozlenmigtir (Sekil 3.2 b). Sonu¢ olarak, GA uygulamasinin
birinci internodyum uzmasii orta derecede uyardift ve GA gruplarnin da derin
ekime yamt verdigi sGylenebilir.

Birinci internodyum uzamasinda endojen GA igeriginin Oneminin
degerlendirilebilmesi i¢in Tir bugdaylarina, farkli konsantrasyonlarda uniconazole
(GA biyosentez inhibitorii) uygulanmistir. 0.2 pM uniconazole uygulamasi
sonucunda birinci internodyum uzunluklarimin 2 ¢m toprak derinliginde % 12.5 (p
< 0.0005), 5 cm’de % 31.3 (p < 0.0001), 10 cm’de % 34.6 (p < 0.0001), 15 cm’de
% 30.3 (p < 0.0001) ve 20 cm’de % 29.7 (p < 0.0001) oranlaninda azaldig
saptanmmgtir, Uniconazole gruplarinda, ekim derinligi ile birinci internodyum
uzunlugu arasinda negatif bir korelasyon saptanmigtir. Derine ekilmeyen bitkilere
gbre birinci internodyum uzunlugunda 5 cm’de % 14.2 (p = 0.05), 10 cm’de %
17.4 (p = 0.0001), 15 cm’de % 14.1 (p < 0.05) ve 20 cm’de % 10.9 (p < 0.05)
oranlarinda azalma gériilmiistiir (Sekil 3.2 c).

(b)

a—
Y
S
e
S
n
o
¥

oy
o
H

H

L
h
L
L

Birinct internodyum
*
*

Birlinci Intemodyum

by
%
N
U
Gy
&01‘ p
’a"‘v ]
% |
%,

uzunlugu (em})
o o 3
I
’”o : .
tizunlugu (em)

-
[z
R
8

-
tn
ri

Bitinci internodyum
uzunlugu (cm)
-

-T & * > *
Y

Sekil 3.2. (a) Kontrol, (b) GA ve (c) uniconazole gruplarinda toprak derinligine bagh olarak
birinci internedyum uzunluundaki degisimi gdsteren grafikler (2C = 2
cm/kontrol, 5C = 5 ecm/kontrol, 10C = 10 cm/kentrol, 15C = 15 emvkontrol, 20C
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= 20 cm/kontrol, 2GA = 2 cm/giberellin, 5GA = 5 cm/giberellin, 10GA = 10
cm/giberellin, 15GA = 15 em/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin, 2U = 2
cm/uniconazole, 5U = 5 cm/uniconazole, 10U = 10 cm/uniconazole, 15U = 15
cm/uniconazole, 20U = 20 cm/imiconazole). * igareti istatiksel farkhih@ temsil

etmektedir (p < 0.05).

Aynica uniconazole konsantrasyonu ile birinci internodyum uzunlugu
arasinda negatif korelasyon saptanmmgtir (Sekil 3.3). 2 uM uniconazole
uygulamas: sonucunda birinci internodyum uzunluklarinda 2 cm toprak
derinliginde % 60.7 (p < 0.0001), 5 cm’de % 54.3 (p < 0.0001), 10 cm’de % 48.7
(p < 0.01), 15 cm’de % 71 (p < 0.0001) ve 20 cm’de % 70.4 (p < 0.0001)
oranlarinda azalma belirlenmigtir. 10 uM uniconazole uygulamasi ise 2 cm ve 5
cm toprak derinliklerinde birinci internodyum olusumunu tamamen inhibe
ederken; 10 cm, 15 cm ve 20 cm toprak derinliklerinde ise birinci internodyum
uzunluklarimn sirasiyla % 56.1 (p < 0.0001), % 59.4 (p < 0.0001) ve % 72.7 (p <
0.0001) oranlarinda azaltmigtir. Sonug olarak, uniconazole’iin birinci internodyum
uzamas! iizerindeki etkinligi, Tir bugdaymnda birinci internodyum uzamasinda
endojen GA miktarinin rol oynadigina igaret etmektedir.
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Sekil 3.3. Uniconazole gruplarmda konsantrasyona bagl olarak (a) 2 cm, (b) 5 cm, (c) 10
cm, (d) 15 cm ve (¢) 20 cm toprak derinliklerinde birinci internodyum
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uzunlugundaki degisimleri gosteren grafikler (2C = 2 cm/kontrol, 2U0.2 = 2
¢m/0.2 uM uniconazole, 2U2 = 2 ¢m/2 pM uniconazole, 2U10 = 2 ecm/10 pM
uniconazole, 5C = 5 em/kontrol, 5U0.2 = 5 em/0.2 pM uniconazole, 5U2 = 5
cm/2 pM uniconazole, 5U10 = 5 ¢m/10 pM uniconazole, 10C = 10 com/kontrol,
1000.2 = 10 em/0.2 pM uniconazole, 1002 = 10 cm/2 pM uniconazole, 10U10 =
10 ¢m/10 pM uniconazole, 15C = 15 cm/kontrol, 15U00.2 = 15 ¢m/0.2 uM
uniconazole, 15U2 = 15 em/2 pM uniconazole, 15U10 = 15 cm/10 pM
uniconazole, 20C = 20 cm/kontrol, 20U0.2 = 20 cm/0.2 pM uniconazole, 20U2 =
20 cm/2 pM uniconazole, 20010 = 20 cm/10 uM uniconazole). * igareti istatiksel
farklilif1 temsil etmektedir (p < 0.05).

Tir bugdaymin derin ekim toleransina koleoptil uzamasimn katk saglayip
saglamadiini saptayabilmek i¢in farkli derinliklere ekilen bugdaylarm koleoptil
uzunluklar1  dlgiilmiistiir. Kontrol gruplarinda, derin ekim uygulamasi
gergeklestirilmeyen bitkilerin (2 cm toprak derinligi) koleoptil uzunlugu 6.9 cm
olarak ol¢iilmustiir, Diger taraftan, derin ekim uygulamasi gergeklestirilen
bitkilerde koleoptil nzunlugunun artig gosterdii belirlenmistir. 5 cm toprak
derinligine ekilen bugdaylarin koleoptil uzunlugu % 10.7 (p = 0.0001), 10 cm’de
% 13.3 (p < 0.0001), 15 cm’de % 17.9 (p < 0.0001) ve % 20 (p < 0.0001)
oranlarinda artis gostermistir (Sekil 3.4 a). Bu baglamda, birinci internodyum
uzamasi ile birlikte koleoptil uzamasmnin da bugdaym derin ekim toleransina
katkida bulundugu sdylenebilir,

GA uygulanmis bitkilerin koleoptilleri uzama egilimi gdstermislerdir.
Ozellikle 10 cm toprak derinliginde kontrole gore % 27.5 oraminda bir artig
belirlenmigtir (p < 0.0001). Ayrica 5 cm ve 20 cm toprak derinliklerinde de
koleoptil uzunlugunda sirasiyla % 8.5 (p < 0.0001) ve % 109 (p < 0.0001)
oranlarnda artig saptanmugtir. GA. gruplarmda da derin ekim uygulamasi koleoptil
uzunluklarinda artisa neden olmugtur. 2 cm toprak derinlifine ekilen bitkilere gére
koleoptil nzunluklarinda 5 cm’de % 14.1 (p < 0.0001), 10 cm’de % 37.3 (p <
0.0001), 15 cm’de % 16.8 (p < 0.001) ve 20 cm’de ise % 26.4 (p < 0.0001)
oranlarinda artig goriilmiigtiir (Sekil 3.4 b). Sonug olarak GA’nin koleoptil
uzamasini az da olsa uyardigl ve derin ekim uygulamasinin koleoptil uzamasini
tegvik ettiBi séylenebilir,

Uniconazole gruplarinda (0.2 pM) ise koleoptil uzunluklarinda azalma
gbzlenmistir. Koleoptil uzunluklarinda 2 cm toprak derinliginde % 8 (p < 0.05), 5
cm’de % 10.4 (p < 0.005), 15 cm’de % 7.5 (p < 0.05) ve 20 cm’de % 14 (p <
0.01) oranlarinda azalma gozlenmistir. Diger taraftan derin ekim uygulamasi
uniconazole gruplarmin koleoptillerinde uzamaya neden olmustur. 2 cm toprak
derinligine ekilen bitkilere gére koleoptil uzunluklarinda 5 c¢m’de % 16.5 (p <
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0.001), 10 em’de % 10.4 (p < 0.05) ve 15 cm’de % 18.4 (p < 0.0005) oranlarinda
artig goriilmistiir (Sekil 3.4 c).
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Sckil 3.4, (a) Kontrol, (b) GA ve (c) uniconazole gruplarmda toprak derinlifine bagli olarak
koleoptil uzunlugundaki degigimi gésteren grafikler (2C = 2 cm/kontro], 5C =5
cmv/kontrol, 10C = 10 cm/kontrol, 15C = 15 cm/kontrol, 20C = 20 cm/kontrol,
2GA =2 cm/giberellin, 5GA = 5 cm/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin, 15GA
= 15 cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin, 2U = 2 cm/uniconazole, 517 = 5
cm/uniconazole, 10U = 10 cm/uniconazole, 15U = 15 em/uniconazole, 20U = 20
cm/uniconazole), » igareti istatiksel farklilifs temsil etmektedir (p < 0.05),

Ekim derinliginin siirgiin uzunlugu iizerindeki etkisinin belirlenebilmesi igin
farkh derinliklere ekilen bugdaylarin sitrgiin uzunluklan dlgiilmiigtiir. Kontrol
gruplarinda ekim derinliginin siirgin uzunlugu iizerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 belirlenmigtir. Kontrol gruplarinda ortalama siirgiin uzunlugu 33 c¢m
olarak bulunmustur. GA uygulamasi ise siirgiin uzunlugunu uyarmugtir, GA
gruplaninda kontrol gruplarma gore 2 cm toprak derinlifinde % 15.8 (p < 0.0001),
5 em’de % 20.7 (p < 0.0001), 10 cm’de % 19.2 (p < 0.0001), 15 cm’de % 19.8 (p
< 0.0001) ve 20 cm’de % 16.7 (p < 0.0001) oranlarinda artis belirlenmistir,
Kontrol gruplarina benzer sekilde GA gruplarinda da derin ekim uygulamasi
stirgtin uzunlugunu etkilememistir. Uniconazole uygulamasi (0.2 uM) ise siirgiin
uzunluklarini beklendigi {izere azaltmustir, Bununla birlikte uniconazole’iin
stirgiin uzunlugu iizerindeki etkisi, birinci internodyum uzunlugu {izerindeki
etkisine gére olduk¢a azdur. Bu baglamda GA uygulamasi ile uniconazole
uygulamasmin stirgiin uzunlugu tizerinde ayn1 gekilde etki gosterdigi sdylenebilir.
Uniconazole gruplarinda 10 c¢cm ve 20 c¢m toprak derinliklerinde derin ekim
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uygulanmayan bitkilere gore siirgiin uzunlugunda sirasiyla % 14.1 (p < 0.0001) ve
% 8.5 (p < 0.01) oranlarinda azalma gozlenmistir.

Birinci internodyum uzamas: ile K* arasindaki iligkinin aydinlatilabilmesi
icin Tir bugdaylarna farkh konsantrasyonlarda (1.5 mM ve 3 mM) K*
uygulanarak bitkilerin birinci internodyum, koleoptil ve siirgiin uzunluklar
belirlenmistir. Bitkiler sadece 10 cm derin ekim uygulamasinda yetistiriimigtir. K*
uygulamasinmn birinci internodyum ve koleoptil uzunluklarimi nemli derecede
indiikledigi saptanmugtir. Birinci internodyum uzunluklarn 1.5 mM ve 3 mM KCl
uygulamalan sonucunda sirasiyla % 33.3 (p < 0.05) ve % 48.7 (p < 0.0001)
oranlarinda artis gostermistir (Sekil 3.5 a). Koleoptil uzunluklarinda ise 1.5 mM
ve 3 mM KCI uygulamalar1 % 41.6 (p < 0.0001) ve % 39.8 (p < 0.005)
oranlarinda artmigtir. K' iyonunun siirgiin uzunlugundaki etkisi birinci
internodyum ve koleoptile gore ¢ok daha azdwr. 1.5 mM KCl siirglin uvzunlugunu
degistirmezken, 3 mM KCI uygulamas1 sonucunda % 15.9 (p < 0.005) oraninda
artrmgtir.

Birinci  internodyum uzamasi1 ile Hz0» arasindaki etkilesimin
aydinlatilabilmesi i¢in Tir bugdaylarina farkli konsantrasyonlarda H20-
uygulanarak bitkilerin birinci internodyum, koleoptil ve siirglin uzunluklan
belirlenmigtir, Bitkiler sadece 10 cm derin ekim uygulamasinda yetigtirilmigtir. 10
cm toprak derinlifinde yetistirilen kontrol bitkilerine gére 1 mM, 20 mM, 80 mM
ve 120 mM H202 uygulanmig bitkilerin birinci internodyum uzunluklan sirasiyla
% 4.6 (p <0.05), % 13 (p < 0.0001), % 19.6 (p < 0.0001) ve % 33.1 (p < 0.0001)
oranlaninda azalmugtir (Sekil 3.5 b). Koleoptil uzunluklarinda ise 20 mM’da %
12.7 (p < 0.05), 80 mM’da % 27.5 (p < 0.0001) ve 120 mM’da % 24.7 (p <
0.0001) oranlarinda azalma gériilmiistiir. Stirgiin vzunluklarinda ise 20 mM’da %
11.6 (p < 0.001), 80 mM’da % 17.2 (p < 0.0001) ve 120 mM’da % 18 (p <
0.0001) oranlarinda diisiis belirlenmisgtir.
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlarda (a} KCI ve (b) H,O; uygulanmig Tir bugdaylarinda
birinei internodyum uzunluklarindaki defisimi gosteren grafikler (10C = 10
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cm/kontrel, 10K1.5 = 10 em/1.5 tmM KCl, 10K3 = 10 em/3 mM Kl 10H1 = 10
e/l mM HO, 10H20 = 10 cm/20 mM H»0», 10H80 = 10 cm/80 mM H20,,
10H120 = 10 cm/120 mM H;0o). + igareti istatiksel farklilig temsil etmektedir (p
<0.05).

3.2 Biyokimyasal Parametreler

Birinci internodyum uzamasmmda antioksidant mekanizmanmn roliiniin
aydinlatilabilmesi ig¢in, SOD aktivitesi ve izoenzimleri, POX aktivitesi ve
izoenzimleri, APX aktivitesi, GR aktivitesi ve izoenzimleri, hiicre duvari POX
aktivitesi, NOX aktivitesi ve H>0z seviyeleri belirlenmigtir,

3.2.1 SOD aktivitesi ve izoenzimleri

GA uygulanmayan Tir bugdaylariin birinci internodyumlaninda derin ekim
uygulamasi SOD aktivitesini 6nemli derecede artirmmgstir (Sekil 3.6 a). Derine
ekilmeyen bitkilere gére birinci internodyumlarda SOD aktivitesi 5 cm, 10 cm, 15
cm ve 20 cm toprak derinliklerinde sirasiyla % 16.3 (p < 0.01), % 16.3 (p <
0.005), % 36.3 (p < 0.0001) ve % 37.5 (p < 0.0001) oranlarinda artig géstermistir.
GA gruplarinda ise ekim derinligi ile SOD aktivitesi arasinda negatif korelasyon
saptanmugtir (Sekil 3.6 b). GA gruplarinda derine ekilmeyen bitkilere gére birinci
internodyumdaki SOD aktivitesinde 10 cm ve 20 cm toprak derinliklerinde
sirastyla % 18 (p < 0.005) ve % 22.8 (p < 0.0005) oranlarinda azalma
belirlenmigtir. GA uygulamasinin SOD  iizerindeki etkisi, derine ekilen ve
ekilmeyen bitkiler arasinda farklilik gostermektedir. Derine ekilmeyen bitkilerin
birinci internodyumlarinda GA uygulamasi1 SOD aktivitesini % 22.9 (p < 0.0005)
oraninda artirirken; 10 cm, 15 em ve 20 cm’lik derin ekim uygulamalann SOD
aktivitesini swrastyla % 13.3 (p < 0.005), % 17 (p < 0.001) ve % 30.1 (p < 0.0001)
oranlarinda azaltmigtir. Ayrica Tir bugday: birinci internodyumlarinda Mn SODI,
Mn SOD2 ve Cu/Zn SOD olmak {izere 3 farkli SOD izoenzimi tespit edilmigtir
(Sekil 3.6 c).
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Sekil 3.6. (a) Kontrol ve (b} GA gruplarinda toprak derinlifine bagli olarak SOD
aktivitesindeki degisimi gdsteren grafikler ile (c) kontrol ve GA gruplarinda
SOD izoenzimleri. Her kuyucukta 75 pg protein bulunmaktadir (Std = 1 U
bovine karacieri SOD standarti, 2C = 2 em/kontrol, 5C = 5 cmv/kontrol, 10C =
10 cmvkontrol, 15C = 15 cmv/kontrol, 20C = 20 cm/kontrol, 2GA = 2
cm/giberellin, 5GA = S cm/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin, 15GA = 15

cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin), + isarcti istatiksel farklilig1 temsil
etmektedir (p < 0.05).

3.2.2 POX aktivitesi ve izoenzimleri

GA uygulanmayan Tir bugdaylarminin birinci internodyumlannda derin
ekim uygulamasi gergeklestirilen bitkilerin birinci internodyumlarinda POX
aktivitesinde artig belirlenmistir (Sekil 3.7 a). 5 cm, 10 cm, 15 cm ve 20 cm toprak
derinliklerine ekilen bitkilerin birinci internodyumlarinda POX aktivitelerinde
sirastyla % 36.4 (p < 0.0001), % 56.6 (p < 0.0005), % 28.8 (p < 0.05) ve % 32.1
(p < 0.001) oranlarinda artis goriilmiistiir. GA uygulamas1 da bitkilerde POX
aktivitesini artirmugtir (Sekil 3.7 b). Derine ekilmeyen bugday internodyumlarinda
GA uygulamasi sonucu POX aktivitesi % 55.9 (p < 0.0001) oraninda artarken; 5
cm, 10 cm, 15 cm ve 20 c¢m toprak derinliklerine ekilen bitkilerde artis oram
sirasiyla % 13.1 (p < 0.0001), % 10.1 (p < 0.05), % 29.4 (p < 0.005) ve % 13.9 (p
< 0.0001)’tur. Diger taraftan, kontrol gruplarinda oldugu gibi GA gruplarinda da
derine ekilen bitki birinci intenodyumlarmda POX aktivitesi artiy gosterme
egilimindedir. 10 cm ve 15 cm toprak derinliklerinde POX aktivitesi sirasiyla %
10.7 (p < 0.001) ve % 7 (p < 0.05) oranlannda artmugtir. Ayrica Tir bugday
birinci internodyumlarinda 7 farklit POX izoenzimi saptanmustir (Sekil 3.7 ¢).
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Sekil 3.7. (a) Kontrol ve (b) GA gruplarinda toprak derinlifine bagl olarak POX
aktivitesindeki degigimi gosteren grafikler ile (¢} kontrol ve GA gruplarinda
POX izoenzimleri. Her kuyucukta 20 pg protein bulunmaktadir (2C = 2
cm/kontrol, 5C = 5 cm/kontrol, 10C = 10 cm/kontrol, 15C = 15 cm/kontrol,
20C = 20 crvkontrol, 2GA = 2 cm/giberellin, SGA = 5 cm/giberellin, 10GA =
10 cm/giberellin, 15GA = 15 cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin). * isareti
istatikse! farklilif temsil etmektedir (p < 0.05).

3.2.3 APX aktivitesi

GA uygulanmayan bugdaylarin birinci internodyumlarinda APX aktivitesi
ekim derinligi arttik¢a azalma eZilimi gdstermistir (Sekil 3.8 a). Derine ekilmeyen
bitkilere gére, 10 cm ve 20 cm toprak derinliklerine ekilen bitkilerde APX
aktivitesinde sirastyla % 14.5 (p < 0.05) ve % 24.8 (p < 0.0001) oranlarmnda
azalma belirlenirken, diger gruplardaki diisiis istatiksel bir degere sahip degildir.
GA gruplarinda kontrol bitkilerine gére APX aktivitesi bazal seviyesi daha
dugtiktiir (Sekil 3.8 b). 5 cm ve 15 cm toprak derinliklerinde GA uygulanan
bitkilerde APX aktivitesi sirasiyla % 24.1 (p = 0.01) ve % 26.9 (p = 0.001)
oranlarinda azalmustir. Ayrica GA gruplarinda birinci internodyumda APX
aktivitesindeki derin ekime bagl azalma daha belirgindir. GA gruplarmda derine
ekilmeyen bitkilere gére 5 cm, 10 cm, 15 cm ve 20 cm toprak derinliklerine ekilen
bitkilerin APX aktivitelerinde sirasiyla % 18 (p < 0.005), % 14.1 (p < 0.05), %
25.1 (p < 0.005) ve % 13.5 (p < 0.05) oranlarinda azalma belirlenmistir.
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Sckil 3.8, (a) Kontrol ve (b) GA gruplarinda toprak derinligine bagli olarak APX
aktivitesindeki degigimi gésteren grafikler (2C = 2 cm/kontrol, 5C = 5
cm/kontrol, 10C = 10 cm/kontrol, 15C = 15 crvkontrol, 20C = 20 cm/kontrol,
2GA = 2 cm/giberellin, SGA = § cm/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin,
15GA = 15 cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin). * isareti istatiksel
farklilis temsil etmektedir (p < 0.05).

3.2.4 GR aktivitesi ve izoenzimleri

GA uygulanmayan bugdaylarm birinci internodyumlarinda GR aktivitesi
ekim derinligi ile pozitif korelasyona sahiptir ($ekil 3.9 a). Derine ekilmeyen
bitkilere gére 10 c¢m, 15 cm ve 20 cm toprak derinliklerine ekilen bitkilerin
bugdaylanin birinci internodyumlarindaki GR aktivitesi swrasiyla % 11.9 (p <
0.05), % 29.6 (p < 0.05) ve % 17 (p < 0.05) oranlarinda artnustir. GA uygulamasi
birinci internodyumdaki GR aktivitesi bazal seviyesini yiikseltmistir (Sekil 3.9 b).
2 ¢m, 5 cm ve 10 cm toprak derinliklerinde GR aktivitesi sirasiyla % 45.2 (p <
0.0005), % 37.6 (p < 0.005) ve % 17.8 (p < 0.0005) oranlarinda artmugtir. Diger
taraftan GA gruplarinda ekim derinligi ile GR aktivitesi arasinda negatif bir
korelasyon saptanmigtir. GA gruplarinda derine ekilmeyen bitkilere gore 10 cm,
15 ¢cm ve 20 cm toprak derinliklerine ekilen bitkilerin bugdaylarin birinci
internodyumlarindaki GR aktivitesi sirastyla % 8.7 (p < 0.01), % 22.5 (p < 0.001)
ve % 12.3 (p < 0.005) oranlarinda azalma goriilmiistiir. Ayrica Tir bugday1 birinci
internodyumlarinda 6 farkl: GR izoenzimi saptanmugtir (Sekil 3.9 c).



41

(a) {b})
0,26~ 0,25+
"é G.20 * E020] pomny % w
2E r [ = 2z ™ x =
i %‘ 0,15~ . [ T Eois5 =
oo =2 o
2o 0.90] Z e 0,104
® X
5 E - e
B 0.05 & 0.05-
D,Oc T T T Y | Eamid 0.00 T T T T ¥
s o o ) v ¥ >
5 ¢ & @ F & & & \,,e"' o
(c)
2C  5C 10C 15C 20C 2GA 5GA 10GA 15GA 20GA

Sekil 3.9. (a) Kontrol ve (b) GA gruplarinda toprak derinlifine bagli olarak GR
aktivitesindeki degisimi gbsteren grafikler ile (c) kontrol ve GA gruplarinda
GR izoenzimleri. Her kuyucukta 20 ug protein bulunmaktadoe (2C = 2
em/kontrol, SC = 5 cm/kontrol, 10C = 10 cm/kontrol, 15C = 15 ¢cm/kontrol,
20C = 20 cow/kontrol, 2GA = 2 cm/giberellin, 5GA = 5 cm/giberellin, 10GA =
10 cr/giberellin, 15GA = 15 em/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin). » igareti
istatiksel farklihig temsil etmektedir (p < 0.05).

3.2.5 Hiicre duvari1 POX aktivitesi

Tir bugdayr birinci internodyumlarinda derin ekim ve GA uygulamalar
hiicre duvari POX aktivitesini artirmigtir (Sekil 3.10 a, b). Kontrol gruplarinda,
derine ekilmeyen bitkilere gére 5 cm, 10 cm, 15 ¢cm ve 20 cm toprak derinliklerine
ekilen bitkilerde sirasiyla % 18.8 (p < 0.0001), % 56.4 (p < 0.0001), % 69 (p <
0.0001) ve % 18.3 (p < 0.0001) oranlarinda artis belirlenmistir. GA uygulamast,
kontrol bitkilerine gore tiim derinliklerde hiicre duvari POX aktivitesini
artmugtir, Hilere duvan POX aktivitesi GA uygulamasiyla 2 cm’de % 57.6 (p <
0.0001), 5 cm’de % 47.1 (p <0.0001), 10 cm’de % 8 (p = 0.005), 15 cm’de % 5.2
(p < 0.0001) ve 20 cm’de % 46.6 (p < 0.0001) oranlarinda yiikselmistir. GA
uygulanan bitkilerde derin ekime verilen yamit daha az belirgindir. Derin ekim
uygulanmayan bitkilere gére 5 cm, 10 cm, 15 cm ve 20 cm derinlife ekilen
bitkilerde sirasiyla % 11.1 (p < 0.0001), % 7.1 (p < 0.001), % 12.8 (p < 0.05) ve
% 10 (p < 0.01) oranlarinda artig saptanmugtir,
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Sekil 3.10. (a) Kontrol ve (b} GA gruplarinda toprak derinlifine bagl olarak hiicre duvan
POX aktivitesindeki degigimi gdsteren grafikler (2C = 2 cm/kontrol, 5C = 5
cm/kontrol, 10C = 10 cm/kontrol, 15C = 15 crvkontrol, 20C = 20 emv/kontrol,
2GA = 2 cm/giberellin, 5GA = 5 cm/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin,
I5GA = 15 cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin). + igareti istatiksel
farklilif1 temsil etmelktedir (p < 0.05).

3.2.6 NOX aktivitesi

GA uygulanmayan bitkilerin birinci internodyumlarinda derine ekilmeyen
bitkilere gore NOX aktivitesi 5 cm, 10 cm, 15 cm ve 20 cm toprak derinliklerinde
sirasiyla % 32.6 (p < 0.0005), % 43.1 (p < 0.005), % 37.3 (p < 0.0005) ve % 10.3
(p < 0.05) oranlarinda artmigtir (Sekil 3.11 a). GA uygulanan gruplarda ise birinci
internodyumdaki NOX aktivitesi ile ekim derinlifi arasinda negatif korelasyon
belirlenmistir (Sekil 3.11 b). Derine ekilmeyen bitkilere gére NOX aktivitesi 10
cm, 15 cm ve 20 cm toprak derinliklerinde sirasiyla % 27.6 (p < 0.005), % 15.9 (p
< 0.05) ve % 30.9 (p < 0.05) oranlarinda azalmistir. GA uygulamasinin NOX
lizerindeki etkisi, derine ekilen ve ekilmeyen bitkiler arasinda farklilik
gOstermektedir. Derine ckilmeyen bitkilerin birinci internodyumlarinda GA
uygulamast NOX aktivitesini % 31.3 (p < 0.005) oraninda artiritken; 5 cm, 10 cm
ve 15 cm’lik derin ekim uygulamalart NOX aktivitesini sirastyla % 7.2 (p < 0.05),
% 33.3 (p < 0.005) ve % 19.6 (p < 0.005) oranlarinda azaltmgtir.
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Sekil 3.11. (a) Kontrol ve (b) GA gruplarinda toprak derinlifine bagh olarak NOX
aktivitesindeki degisimi gosteren grafikler (2C = 2 cm/kontrol, 5C = 5
cm/kontrol, 10C = 10 covkontrol, 15C = 15 cm/kontrol, 20C = 20 cm/kontrol,
2GA = 2 cm/giberellin, SGA = 5 cv/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin,
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15GA = 15 cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin), *» igareti istatiksel
farklihip1 temsil etmektedir {p < 0.05).

3.2.7 H202 miktan

Derine ekilmeyen bitkilerde GA uygulamasi Tir bugdaylan birinci
internodyumlarindaki H>O- diizeyini % 20.7 (p < 0.05) oraninda azaltmigtir. Diger
taraftan GA uygulamasinin 5 cm ve 10 cm derin ekim uygulamalarinda birinci
internodyumdaki H20- diizeylerini sirasiyla % 19 (p < 0.005) ve % 7.6 (p < 0.05)
oranlarinda artirdigy belirlenmigtir. Bununla birlikte, 15 cm toprak derinliginde
GA uygulanan bitkilerde kontrol bitkilerine gére H202 seviyesi dnemli derecede
azalmgtir (% 32.7, p < 0.01). Kontrol gruplarinda birinei internodyumdaki H202
seviyelerinde dalgalt bir grafik saptanmigtir (Sekil 3.12 a). Derine ekilmeyen
bitkilere gore H202 seviyeleri 5 cm ve 10 cm toprak derinliklerinde sirasiyla %
24.1 (p < 0.0005) ve % 8.3 (p < 0.05) oranlarinda azalirken, 15 ¢cm ve 20 cm
toprak derinliklerinde H20: seviyelerinde degigim saptanmamigtir. GA
gruplarinda da derin ekim ile H>O:; seviyeleri arasinda dalgali bir grafik
belirlenmigtir (Sekil 3.12 b). Derine ekilmeyen bitkilere gére H203 seviyeleri 10
cm ve 20 cm toprak derinliklerinde sirasiyla % 22.2 (p < 0.05) ve % 173 (p <
0.05) oranlarinda artarken, diger derinliklerde istatiksel olarak degerli bir
degisime rastlanmamistir.
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Sekil 3.12. (a) Kontrol ve (b) GA gruplaninda toprak derinliine bagli olarak H.O;
seviyelerindeki depisimi g@steren grafikler (2C = 2 cm/kontrol, 5C = 5
cm/kontrol, 10C = 10 cr/kontrol, 15C = 15 cm/kontrol, 20C = 20 cm/kontro],
2GA = 2 cm/giberellin, 5GA = 5 cm/giberellin, 10GA = 10 cm/giberellin,
I5GA = 15 cm/giberellin, 20GA = 20 cm/giberellin). * isareti istatiksel
farklilix temsil etmektedir (p < 0.05).

3.2.8 GA-insensitif (Rh7) genlerinin ifadeleri

Rht-A1 geni ifadesi derine ekilmeyen kontrol gruplarma gére GA
gruplarinda, 2 ¢cm toprak derinliginde % 66, 10 cm toprak derinliginde ise % 42.6
oranlarinda azalmustir (Sekil 3.13 a). Rht-B1 ve Rht-D1 genlerinde de buna benzer
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grafikler belirlenmistir (Sekil 3.13 b, ¢). Rht-BI geni ifadesi derine ekilmeyen
kontrol gruplarina gére GA gruplarinda, 2 cm toprak derinliginde % 88.6, 10 cm
toprak derinliginde ise % 75.2 oranlarinda azalirken RA#-DI geni ifadelerindeki
diigiisler sirastyla % 80.3 ve % 21.5 diizeylerindedir.
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Sekil 3.13. (a) Rht-AI, (b) Rht-Bl ve (¢) Rht-DI genlerinde farkli gruplarda ifade
degigimlerini gosteren grafikler (2C = 2 cm/kontrol, 2GA = 2 cm/giberellin,
10GA = 10 cm/giberellin).
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4, TARTISMA

Bugdayda derin ekim tolerans1 birinci internodyum uzamasi araciliiyla
saglanmaktadir (Hoshikawa, 1969). Bugiine kadar bugdaymn derin ekim toleransi
tizerine bir ¢ok g¢ahisma gergeklestirilmis olmasina ragmen, literatiirde birinci
internodyum uzamas: hakkinda az sayida ¢aligma bulunmaktadir ve bunlarin
hicbirisinde ROS molekiillerinin ve antioksidant mekanizmanin birinci
internodyum uzamasindaki potansiyel rolii fizerinde durulmamugtir, Bu baglamda
sunulan tez ¢aligmasinda bu konu aydinlatilmaya ¢ahigilmgtir,

Bugdayin birinci internodyum uzamasina dair yayimlanmig makalelerde
Hong Mang Mai isimli bugday ¢esidi kullamlmistir (Suge et al., 1997; Chen et
al., 2001; Nishizawa et al., 2002; Chen et al., 2003; Kato et ai., 2011). Sunulan
tez ¢aligmasinda ise Tiirkiye’de yetistirilen ve derin ekim toleransma sahip olan
Tir bugdayr (Yagmur and Kaydan, 2009) materyal olarak kullanibmigtir.

(Calismada Oncelikle Tir bugdayr birinci internodyumlarin derin ekime
uzama yanifi verip vermedigi aragtinlmigtir. Elde edilen sonuclara gore, diigik
siddetli derin ekim uygulamas: (5 cm toprak derinligi} dahi birinci internodyum
uzunlufunu artirmaktadir, Diger taraftan, birinci internodyumlarin derin ekime
verdigi yanitin derin ekimin giddetinden bagimsiz oldugu saptanmugtir. 5 cm, 10
cm, 15 cm ve 20 cm toprak derinliklerindeki birinci internodyum uzunluklar:
hemen hemen ayni olsa da, en uzun birinci internodyum 20 cm toprak derinliginde
gozlenmigtir,

Uzun ve ciice bugday genotiplerinin GA’ya verdikleri yamitlar arasmda
farklilik bulunmaktadir. GA uygulamasi sonucunda uzun genotiplerde bityiime
onemli derecede indiiklenirken, clice ¢esitlerin GA’ya verdikleri yamit oldukga
simirhdir (Gale and Marshall, 1975). Birinci internodyum uzunlugu GA
uygulamas1 sonucu 2 katma ¢ikan Hong Mang Mai cesidi GA duyarlilif
agisindan “‘stiper duyarh” olarak tanimlanmigtir (Chen et al, 2003). Tir
bugdayinda GA uygulamas: sonucunda birinci internodyum uzunlugu 1.5 kat
artmaktadir. Buna gére Tir bugday: birinci internodyumlarmin GA duyarhlif
orta/yiiksek dereceli olarak degerlendirilebilir, Diger taraftan, Tir bugdaymin GA
biyosentez inhibit6rii olan uniconazole’e kargt oldukca duyarlh oldugu
saptanmugtir. Tir bugdaylarinda birinci internodyum uzamasi uniconazole’e
konsantrasyona baglh bir gekilde yamit vermektedir. 10 pM uniconazole
uygulamasi sonucunda derine ekilmeyen ve diigiik dereceli derin ekim uygulamasi
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gergeklestirilen bitkilerde birinci internodyum saptanamamugtir. Bu baglamda, Tir
bugdayinda birinei internodyum uzamasinin endojen GA miktarina siki bir gekilde
bagl oldugu soylenebilir. Hong Mang Mai’de birinci internodyum uzamasinda
endojen GA seviyesinin degil GA duyarhilifinin 6nemli oldugu belirtilmistir
(Chen et al., 2001, Nishizawa et al., 2002). Tir bugdayr ise muhtemelen derin
ekim toleransini hem orta derecede yiiksek GA duyarliligs hem de endojen GA
miktan aracilifiyla saglamaktadir.

Organ bitylimesi hem hiicre ¢ogalmas:, hem de hiicre genislemesi (uzamasi)
araciliftyla gergeklesmektedir ve her iki siireg de GA aracilifiyla uyarilmaktadir
(Achard et al., 2008; Achard et al., 2009, Ubeda-Tomas et al., 2009; Gonzalez et
al., 2010; Claeys et al, 2012; Nelissen et al, 2012). Hiicre uzamas1 bitki
boyutundaki 6nemli artiglarda ozellikle 6nemlidir (Chen ef al., 2003). Hiicre
uzamasi iki parametre aracilifiyla kontrol edilmektedir: (a) hiicre duvan esnekligi,
(b) hiicresel ozmotik potansiyel. GA’nin séz konusu iki mekanizma {izerindeki
pozitif etkisinin Hong Mang Mai’de birinci internodyum uzamasina katk:
sagladigl diistiniilmektedir (Chen et al., 2003). Ozmoregiilasyon, hiicre dig1 su
potansiveli diigerken furgor basinci veya hiicre hacmini hiicre i¢i ozmotik
bilesiklerin miktarim artirarak diizenlemektedir (Hellebust, 1976). Potasyumun
bugdaymn kurakliga verdigi ozmoregiilasyon yamtinda (Morgan et al., 1992) ve
GA-indiiklii uzamada (Purves, 1966; Kawasaki et al., 1978; De La Guardia and
Benloch, 1980) rol oynadif1 bilinmektedir. Ayrica Hong Mang Mai’de birinci
internodyum uzamasimn potasyumun endojen GA ile etkilesimi aracilifiyla
gerceklesebilecegi belirtilmigtir (Chen ef al., 2001; Nishizawa ef al., 2002), Tiim
bunlarla uyumlu olarak, potasyum uygulamasinin konsantrasyona bagh bir gekilde
Tir bugdayr birinci internodyum uvzunluklarim 6nemli derecede artirdifi
saptanmugtir. Misirda, GA biyosentezinden sorumlu 4¢GA200X] geninin agirt
ifadesi internodyumda hiicre geniglemesini uyardig: rapor edilmistir (Nelissen et
al., 2012). Tir bugdayinda da derin ekime yamti olarak artig gosteren hiicre
uzamasi oranimn artan endojen GA diizeyleri ile potasyumun etkilesimi
aracilifiyla gerceklestigi ve buna orta ylikseklikteki GA duyarlilifinin eslik ettigi
sOylenebilir.

Bitki dokularindaki uzama biiylimesine genellikle hiicre duvan mekanik
dzelliklerindeki defisimler aracilik etmektedir (Cleland, 1967; Masuda, 1968;
Yamamoto ef al., 1970). Hong Mang Mai’de GA’nin glukanaz aktivitesini ve gen
ifadesini etkileyerek hiicre duvarindaki glukan oranmi diigiirmesi, hiicre duvar
gevsemesine sebebiyet vererek, hiicre genislemesine yol actig1 bildirilmistir (Chen
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et al., 2003). Buna paralel olarak; Lee and Kende (2002), Ogawa et al. (2003), Jan
et al. (2004), Gallego-Bartolomé (2011), Ribeiro et al. (2012) ve Park ef al.
(2013) gibi farkli gruplarin gergeklegtirdigi ¢alismalarda GA’nin hiicre duvari
gevsemesini ekspansinlerin ve ksiloglukan endotransglukosilaz/endohidrolaz
(XTH)Y larin ifadelerini artirarak sagladigimi rapor etmislerdir, Diger taraftan OH'
radikallerinin de hiicre duvar gevgemesinde ve dolayisiyla hiicre genislemesinde
ig gérdiikleri bilinmektedir (Schopfer and Liszkay, 2006). OH" hiicre duvan1 POX
tarafindan Haber-Weiss tipi bir reaksiyon araciligiyla O~ ve Ho0»
molekiillerinden iiretilir, hiicre duvari polisakkaritleri baglari OH' tarafindan
pargalanir ve sonug olarak hiicre duvar gevsemesi ve hiicre uzamasi saglanmis
olur.

Bu baglamda ROS tiretiminden ve ROS siipiiriimiinden sorumlu enzimlerin
birinci internodyum uzamasma eslik eden hiicre uzamasina katki sagladif
diigiiniilebilir. Hiicre duvar1 POX (class III), ¢gimlenmeden senesense kadar bitki
hayat dénglisiintin tim siireglerinde aktif olan bir enzimdir, Hiicre duvan
gevsemesini ve hiicre uzamasint indiikleyebildikleri gibi hiicre duvari bilegsenleri
arasinda ¢apraz bagilarin olugmasina aracilik ederek hiicre duvarinin giiclenmesi
ve dolayisiyla bliytimenin sinirlandinlmasina da neden olmaktadir (Passardi et al.,
2004). Calismada elde edilen bulgulara gére Tir bugdayr birinci
internodyumlarinin hiicre duvart POX aktivitelerinde kontrol ve GA bitkileri
arasinda farklibk oldugu soylenebilirr GA uygulamasi hiicre duvan POX
aktivitesini artirmgtir, yani GA tegvikli uzamada ROS’larin rolii oldugu
sOylenebilir. Diger taraftan, GA gruplarmnda derin ekimin hiicre duvari POX
aktivitesi lizerindeki pozitif etkisi, kontrol bitkilerine gore ¢ok daha azdir. GA
uygulamasi sonucunda muhtemelen derin ekime glukanaz, ekspansin ve XTH gibi
diger GA’ya yantt veren hiicre duvar1 gevsemesinden sorumlu enzimler de yamit
vermektedir. Bununla birlikte GA tesvigi olmadan, hiicre duvar1 POX araciliiyla
gergeklegsen hiicre duvart gevsemesinin derin ekim toleransina onemli katki
safladig diistiniilebilir.

NOX’lar bitkilerde polen tiibii uzamasi, yaralanma, patojen yamtlan, tuz
stresi yanitlari, stoma kapanmasi ve kék tiiyli uzamasi gibi ROS sinyalinin katihm
gosterdigi bircok siiregte is gordiigi bilinen plazma membrami proteinleridir
(Marino et al, 2012), NOX’larin tohum ¢imlenmesi, meyve olgunlasmasi ve
hipokotil ile kdk uzamas: siireglerinde hiicre duvar1 gevgemesi/hiicre genislemesi
aractligtyla is gordiigii rapor edilmigtir (Dunand et al., 2007; Miiller et al., 2009).
Buna paralel olarak, GA uygulanmayan Tir bugday1 birinci internodyumlarinda
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derin ekim uygulamasiyla NOX aktivitelerinin arttif1i saptanmugtir, Yani birinci
internodyum uzamasinda da NOX’lann ig gordigl soylenebilir, Derin ekim
uygulanmayan bitkilerin birinci internodyumlarinda NOX aktivitesinde artig
belirlenirken, derin ekim uygulamasi GA’nm NOX iizerindeki s6z konusu
indiikleyici etkisini inhibe etmistir. Hong Mang Mai’de, derine ekilen bitkilerin
derine ekilmeyenlere gore daha yilkksek GA duyarliifn gosterdigi bildirilmigtir
(Nishizawa ef al., 2002), Bu baglamda, derin ekim uygulamas: ger¢eklestirilen Tir
bugdaylarinda da daha yitksek GA duyarlilifi araciligiyla enzimatik hiicre duvart
gevsemesi gorildiifli sOylenebilir, Difer taraftan derin olmayan ekimde GA
tesvikli uzamada NOX daha baskin bir role sahiptir.

SOD, NOX aracilifayla firetilen O>™ radikalini H202’ye déniigtiirerek, hiicre
gevsemesinden sorumlu OH’ radikalinin elde edildigi yolagin bilesenlerinden
birisidir (Schopfer and Liszkay, 2006). SOD’un aktivitesinin hiyar
hipokotillerinde GAs uygulamasi sonucunda arthifl rapor edilmistir (Li ef al.,
2011). Buna benzer sckilde, derine ekilmeyen bitkilerde Tir bugday: birinci
internodyumlarinda SOD aktivitesi artis gostermigtir. Diger taraftan, GA
gruplarinda derin ekim SOD aktivitesinde diigiise neden olurken, kontrol
gruplarinda derin ekim SOD aktivitesini uyarmigtir. Yani SOD aktivitesiyle NOX
aktivitesinin uyumlu oldugu séylenebilir. Bu bulgu da, NOX-SOD-hticre duvarn
POX yolagt aracilifiyla gergeklesen OH® radikaline bagli hiicre duvan
gevgemesinin Tir bugdayr birinci internodyumlarinda onemli bir role sahip
oldugunu gosterir niteliktedir.

Intraseliller POX (class I), CAT ile birlikte H2O:’nin siipiiriimiinden
sorumlu antioksidant savunma proteinlerindendir ve kuraklik gibi stres kosullan
altinda aktivitesi artiy gostermektedir (Uzilday et al, 2011). GA uygulamasi
bugday birinci intemodyumlarmda POX aktivitesinde artiga neden olmustur.
Diger taraftan, derine ekilmeyen bitkilerde s6z konusu artigin ¢ok daha giiclii
oldugu belirlenmistir. NOX ve SOD aktivitelerinin derine ekilmeyen bitkilerde
GA uygulamas: sonucunda artig gosterip, derine ekilen bitkilerde azaldiklan
diigliniiliirse, muhtemel bir H2O; birikimi ve gosterebilecegi toksik etkiden
korunmak adina POX aktivitesinin gliclii bir artig gorildiigi distiniilebilir.
Ayrica, hem kontrol hem de GA gruplarinda derin ekim uygulamasinin birinci
internodyumda POX aktivitesini artirdify gorilmiistiir. Bu etki GA uygulanmayan
gruplarda g¢ok daha belirgindir, Sulama uygulanmadan derin ekim kosullarinda
yetistirilen bugdaylanin kuraklik stresine maruz kaldif, derine ekilecek bugdayda
kuraklik toleransina da sahip olmas: gerektigi ve derin ekimin verim ve verimle
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ilgili bir ¢ok ozelligi olumsuz etkiledigi belirtilmigtir (Farhad ef al., 2014). Bu
bulguyla uyumlu olarak, ozellikle 10 c¢m toprak derinlifinde (GA-) POX
aktivitesinin yaklagik 1.6 kat artig gstermesi, derin ekimin bugdayda strese yol
agtifna ve antioksidant sistemi indiikleyebilece@ine isaret etmektedir. Bununla
birlikte GA gruplarinda bazal POX aktivite diizeyi daha yiiksektir ve GA’nin
hiyar  hipokotillerinin  antioksidant  kapasitesini  indiikleyebildigi  de
diistiniildiigtinde (Li et al, 2011) GA’nin bazal POX aktivitesini artirarak
bugdayin derin ekimin muhtemel olumsuz etkileriyle bagsa ¢ikabilmesi
kolaylagtirdig: sGylenebilir.

GR, AsA-GSH dongiisinde GSH’nin rejenerasyonundan sorumiu, bitki
antioksidant savunma sistemi i¢in oldukg¢a 6nemli bir proteindir (Gill and Tuteja,
2010). GR biiyiik oranda kloroplastlarda bulunmakla birlikte, sitosolde ve
mitokondride de is gormektedir (Edwards et al., 1990; Creissen ef al, 1994).
Bitkilerde ¢esitli stres faktdrleri maruziyeti sonucunda GR aktivitesinin artig
gosterdigi birgok ¢alismada gosterilmistir (Eyidogan and Oz, 2005; Sharma and
Dubey, 2005; Khan et al., 2007; Melchiorre ef al., 2009). Derin ekim uygulamasi
da kontrol gruplannda GR aktivitesinde artisa neden olmugtur. Ornegin 15 cm
toprak derinliginde GR akfivitesi 1.3 katina ¢ikmugtir. GA gruplaninda ise bazal
GA aktivitesi daha fazladir. POX aktivitesiyle uyumlu olarak, GR aktivitesi de
derine ekilmeyen GA bitkilerinde daha fazla artig gGstermistir. Derine ekilen
bitkilerde ise GR aktivitesinin diigiis gistermesi, elde edilen POX sonuglariyla
uyumludur. Yani GA’nin derin ekimin bitkiler {izerindeki muhtemel baskisinin
savusturulmasinda rol oynadig1 ve kontrol gruplarinda antioksidant mekanizmanin
hem POX hem de GR aracilifiyla derin ekime yanit verdigi s6ylenebilir,

APX su-su ve AsA-GSH doéngitlerinde gorev alarak H>O2 nin siipiiriilmesini
saglamaktadir. APX’in HxO2’ye karst CAT ve POX’a gore daha yiiksek bir
afiniteye sahip oldugu ve stres altinda bitkilerde ROS diizenlenmesinde daha
énemli bir role sahip olabilecegi belirtilmektedir (Gill and Tuteja, 2010). APX
aktivitesinin stres altinda artiy gosterdifini kamitlayan bir ¢ok ¢aligma
yayimlanmugtir (Sharma and Dubey, 2005; Srivastava et al., 2005; Khan et al.,
2007; Yang et al., 2008). Bununla birlikte, hem kontrol hem de GA gruplannda
derin ekim uygulamasi APX seviyelerini azaltmigtir. GA uygulamasi derine
ekilmeyen bitkilerde APX aktivitesini deZigtirmemistir. GA gruplannda derin
ekim uygulamas1 GR’ye benzer sekilde APX aktivitesini diigiirmiigtiir. POX
aktivitesindeki diigiik seviyeli artis da diistintildiigiinde, derin ekimin gergekten de
GA uygulamas1 sonucunda stres etkisi géstermedigi sonucuna varilabilir, Diger
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taraftan, kontrol gruplarinda derin ekim nedeniyle APX aktivitesinin GR ve POX
aktivitelerinin aksine diigiis gbstermesi ilgingtir.

H20, toksik bir hiicresel metabolit olmasinin yaninda, ¢esitli fakttrlere
verilen yamtlarin diizenlenmesinde sinyal molekiilii olarak da is goren bir
molekiildiir (Neill et al, 2002). Bu nedenle hiicresel H20; diizeyleri siki bir
sekilde kontrol edilmektedir (Scheel and Wasternack, 2002; Mittler et al., 2004).
H20: seviyeleri hem kontrol hem de GA bitkilerinde derin ekim uygulamasina
kars: dalgali bir grafik gostermistir. 4. thaliana’da hiicre uzamas: hizi ve ROS
iiretiminin dalgali bir grafik gosterdigi rapor edilmistir (Monshausen et al., 2008).
Bahsedilen dalgali biiyiime, hizli ve hemen ardindan gelen yavas uzama
periyodlarina sahiptir ve bunu takiben ROS {iretimi artmakta ve azalmaktadir.
Uzayan hiicrelerdeki boyle bir dalgali bitylime ve H20; tiretimi diigiintildigiinde,
Tir bugdayr birinci internodyumu gibi yiiksek oranda hiicre uzamasi gosteren
dokularda H>O2 6l¢timiiniin yaniltici sonuglar verebilecegi séylenebilir.

Tir birinci internodyumlarimin uzamasinda H20> dengesinin 6nemi, birinci
internodyum uzunluklarinin H>Oz uygulamasina konsantrasyona bagh bir sekilde
yanit vermesinden de anlagilabilmektedir. Caligmada elde edilen sonuglara gore,
H202 uygulamasi gergeklestirilen bitkilerin birinci internodyum uzunlugunu
onemli derecede diigiirmiigtir. Ornegin 120 mM H>0» uygulamas: birinci
internodyum uzunlugunu yaklasik 1.3 oraninda azaltmaktadir. H2O2 uygulamasi
sonucunda hilcre uzamasinin inhibe edildigi ve bunun hiicre duvari sertlesmesi
araciligryla gergeklegebilecegi daha dnce agiklanmistir (Monshausen ef al., 2007).
Bu baglamda Tir birinci internodyumlarinda da ROS dengesinin saglanmasinin
hiicre uzamast igin oldukca dnemli oldugu soylenebilir.

Rht (Reduced height) genleri GA duyarliifim1 azaltarak bugday ya da
piringlerin kisa boylu olmasma sebebiyet vermektedir. Kisa boylu bugday
genotipleri riizgara karg1 daha direnglidir, ayrica gévdeleri tanelerini tagiyabilecek
kadar giighidiir. Kisa boylu genotiplerde asimilatlarm biyilk kismi gévde
uzamasinda degil tane olusumunda kullanilarak verim artar (Hedden, 2003). Rht
genleri, GA biyosentezini ve duyarhligini baskilayan DELLA proteinlerini
kodlamaktadir, Diger taraftan GA da DELLA proteinlerinin degradasyonuna
aracilik ederek uzamay tegvik etmektedir. Tir bugday birinci internodyumlarinda
GA uygulamast DELLA proteini genlerininin (Rht-41, Rht-BI, Rht-DI)
ifadelerini o6nemli derecede diigirmiigtiit,. DELLA proteinlerinin ROS
detoksifikasyonunu stimiile ederek hiicre genislemesini ve dolayisiyla primer kék
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ve kok tliyii uzamasini inhibe ettifi saptanmigtir (Achard et al, 2008). Bu
baglamda birinci internodyumda GA’nin DELLA proteinlerinin ROS iizerindeki
etkisini baskilayarak hiicre uzamasini tegvik ettigi diigiiniilebilir.

Bugdaymn derin ekim toleransina katki yaptify diigtiniilen bir diger 6zellik
koleoptil uzunlugudur. Hong Mang Mai’nin de (Nishizawa et al., 2002) aralarinda
oldugu birgok bugday gesidinde koleoptil vzunlugunun derin ekim toleransina
katkr yapmadi§1 rapor edilmigse de (Mohan et al., 2013), yapilan bir¢ok ¢aligmada
bugdaymn derin ekim tolerans: ile koleoptil uzunlugu iligkilendirilmigtir
(Schillinger et al., 1998; Matsui et al., 2002; Rebetzke ef al., 2005; Rebetzke et
al., 2007, Singh et al., 2014). Kisa koleoptile sahip bugday cesitleri 5 cm’den
daha derine ekildiklerinde tane veriminin en az % 10 oraminda diigtligii rapor
edilmigtir (Reithmuller, 1990). Ayrica koleoptil uzunlugunun kuraklik toleransina
da katki sagladifn belirtilmigtir (Farhad ef al., 2014). Bu sonuglarla uyumlu
olarak, Tir bugdaymmda da koleoptil uzamasinin derin ekim toleransina katks
sagladif1 soylenebilir. Tir bugdaylarinda koleoptil uzunlufunun ekim derinligi ile
pozitif korelasyon gésterdigi bulunmugtur. Aym pozitif korelasyon, GA ve
uniconazole uygulanmig bitkilerin koleoptillerinde de gézlenmigtir. Ayrica birinci
internodyum kadar gii¢lii olmamakla birlikte, koleoptil GA ve uniconazole’e
birinci internodyum benzeri yanitlar verdigi gézlenmigtir.

Sonu¢ olarak, Tir bugdaymin derin ekim toleransinda hem birinci
internodyum uzamasi, hem de koleoptil uzamasimmin katkl sagladigi séylenebilir.
Tir bugday1 birinci internodyum uzamasinda hiicre uzamasinin is gérdiigi ve bu
stiregte kismen ROS molekiillerinin i gordiigii sonucuna varilabilir. Ayrica derin
ekimin muhtemel olumsuz etkilerinin savusturulmasinda GA’nin pay sahibi
oldugu sonucuna varimstir.
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5. SONUC

Derin ekim kosullaninda yetistirilen derin ekim toleransina sahip olmayan
bugday gesitlerinde bagil biiylime ve yaprak yiizeyi geligimi hizlan diigiiktiir,
Buna bagli olarak bugdayn zararli otlara karsi olan rekabet yetenegi azalir ve
toprak ylizeyinde su kaybi artar. Sonug olarak bugdayin su kullanma etkinligi
azalarak verim diiser (Lopez-Castafieda and Richards, 1994). Ayrica ilk yapragin
toprak yiizeyine ulagmas: siiresiyle, bitkinin hastaliklara karg1 olan duyarhiliinin
korelasyon gésterdigi de rapor edilmigtir (Zhang and Wang, 2012). Sunulan
yliksek lisans tezinde Tir bugdaymun giiglii bir derin ekim toleransina -sahip
oldugu ve dolaysiyla derin ekim kogullaninda yetigtirilmesinin olduk¢a uygun
oldugu saptanmgtir. Diger bir derin ekim toleransi bugday ¢esidi Hong Mang
Mai'nin aksine, Tir bugdayinda sadece birinci internodyum uzamasi degil,
koleoptil uzamas: da derin ekim toleransina katki saglamaktadir. Tir bugdayimn
orta/yiiksek dereceli bir GA duyarliligma sahip oldugu sdylenebilir. Hong Mang
Mai’nin GA’ya verdigi yanit sadece birinci internodyumlarinda g6zlenmektedir,
Tir bugdaymda ise GA uygulamasi1 sonucunda birinci internodyum ile birlikte
slirglin ve koleoptil uzamasi da goriilmekle beraber, son ikisinin GA’ya verdigi
yanit birinci internodyum yanitina gore oldukea diisiiktiir, Derin ekim uygulamasi
sonucunda Tir bugdayr birinci internodyumlari uzama egilimi g&stermistir.
Bununla birlikte orta dereceli ve siddetli derin ekim uygulamalarinin birinci
internodyum uzunlugu tizerindeki etkileri hemen hemen aynidir. Diger taraftan,
GA uygulanmayan bitkilerde ekim derinligi ile SOD, POX ve GR antioksidant
enzimleri aktivitelerinde gii¢lii bir inditklenme gériilmesi, derin ekimin bugdayda
stres yaratabilecegini isaret etmektedir, Bu sonug¢, daha énce rapor edilen derin
ekim kogsullarinin bugdayda verimliligi olumsuz etkiledigi bulgusuyla uyumludur
(Farhad et al, 2014), Diger taraftan, hiicre duvan POX ve NOX gibi ROS
tiretiminden sorumlu enzimlerin aktivitesindeki artig, birinci internodyum
uzamasinda temel rol oynayan hiicre uzamas: i¢in gerekli hiicre duvar gevsemesi
sirecinde i gordiiklerine dair kanit sunmaktadir. Ayrica, ROS tarafindan
kolaylastinlan hiicre duvan gevsemesinin GA gruplarinda kontrol gruplarina gére
etkili olmadifn soylebilir, ¢ilinkii derine ekilen bitkilerde SOD-NOX
aktivitelerinde azalma gozlenirken, hiicre duvari POX aktivitelerinin de kontrol
gruplarindaki kadar kuvvetli bir artig gostermedigi gézlenmistir. Bu bitkilerde
GA’nin Hong Mang Mai’de oldugu gibi glukanaz aktivite ve ifadesini artirarak
hiicre gevsemesini ve dolayisiyla hiicre uzamasimi tegvik ettifi soylenebilir,
Dahasi, hiicre duvar genislemesinde rol oynayan OH" radikalinin s6z konusu
stirecin kiigiik bir kismindan sorumlu oldufu belirtilerek s6z konusu radikalin
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yiiksek derecede toksik bir molekiil oldugu i¢in konsantrasyonlar: siki bir gekilde
denetlenerek  etkilerinin  sadece  ksiloglukanlar ve  polisakkaritlerle
sinirlandirilmas: gerekmektedir (Cosgrove et al, 2005). Bu baglamda sadece
derin ekim kaynakli stres kaynakli degil, hiicre uzamasi siirecinde de agifa
¢ikabilecek ROS molekiillerinin indiiklenen bazi1 antioksidant enzimler
aracilifiyla stipiirildiigii séylenebilir,

Japonya’da {iretilen ciice bugday genotipi Norin 10°den tiirevienen, GA
duyarsizlifina neden olan RAf genleri; kisa boylu, tane verimi yiiksek ve riizgar ile
yagmura dayanikli genotiplerin tanmda kullamilmasimi saglamigtir (Gale and
Youssefian, 1985). 1960’11 ve 1970’11 yillarda gergeklesen yesil devrimin temeli
s6z konmusu GA duyarsizlifma dayanmaktadir. Bugiin ise kurak bélgelerde
yetistirilebilmek i¢in derin ekime tolerans gdsteren bugday g¢esitlerinin kullanimi
onem kazanmaktadir (Schillinger ef al., 1998). Hatta Chen er al. (2003) GA
duyarhilig yiiksek s6z konusu uzun bugday genotiplerinin bagka bir yegil devrime
yol agabilecegini iddia etmiglerdir. Derin ekim, Akdeniz ikliminin hitklim stirdigii
bolgelerde oldugu gibi topragin list katmanin yeterli derecede nemli olmadig:
yerlerde vetigtiricilerin yer alti suyundan faydalanmalarim sagladifi gibi,
tohumlarin kuglar veya kemirgenler tarafindan yenilmesine ve bitkilerin “cikis
oncesi uygulanan herbisitler’in  (trifluralin, pendimethalin) fitotoksik
dzelliklerinden etkilenmesine kars: da bir ¢éziim sunmaktadir (O’Sullivan et al.,
1985). Bu baglamda, hizla yiikselen diinya niifusu ve kiiresel iklim degisiminin
yarattigt olumsuz g¢evresel kosullar da digtiniildiiglinde, sunulan yiiksek lisans
tezinde gosterilen Tir bugdayr gibi derin ekim toleransh tahil bitkileri lizerine
yapilan ¢alismalar artirilarak, tarirmda mahsiil veriminin stirdiiriilebilir bir sekilde
yilkseltilmesine dair geligtirmelerin  saglanmasmin olduk¢a Gnemli oldugunu
diigtinmekteyim.
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