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OZET

Tropaeolum majus L. YAPRAKLARININ UZUN SURE KARANLIKTA
BIRAKILDIKTAN SONRAKI FOTOSENTEZ YAPABILME YETENEGINE
HORMONLARIN ETKISININ INCELENMESI

ilhami KARATAS

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi
2007, 51 sayfa

Damsman :Yrd. Doc. Dr. Lokman OZTURK

Jiiri : Prof. Dr..Zekeriya ALTUNER
Jiiri : Doc¢.Dr. Isa TELCI o
Jiiri : Yrd. Doc. Dr. Lokman OZTURK

Bu c¢alismada uzun siire karanlik birakilmak suretiyle senesensi tetiklenmis Tropaeolum
majus L. yapraklarinin fotosentez yetenegi ve senesens parametrelerine bitki hormonlarin
etkisi incelendi. Bu amagcla 10° ve 10 M indol-3-asetik asit (IAA), indol-3-biitirik asit
(IBA), naftalen asetik asit (NAA), gibberellik asit (GA3) ve 6-benzilaminopiirin (BAP)
uygulanarak karanliga kapatilan yapraklarda klorofil, karotenoid, nisasta, protein, hidrojen
peroksit miktarlar1, katalaz ve peroksidaz aktiviteleri belirlendi. IAA, IBA ve NAA
senesens siirecinde klorofil ve protein miktarinda olusan kayb1 hizlandirirken BAP ve GA;
geciktirmektedir. Karanlik periyotta nisasta yikimindaki hizli diisiisii hicbir hormon
engelleyemezken karanlik periyottan sonra yapraklarda nisasta sentez kapasitesini BAP ve
GA; 6nemli oranda artirmistir. H,O, seviyesi ve peroksidaz aktivitesini IAA, IBA ve NAA
artirirken BAP ve GAj; azaltmistir. Katalaz aktivitesini oksinler azaltirken BAP ve GA;j;
artirmistir.

Anahtar Kelimeler : Fotosentez, hormonlar, katalaz, peroksidaz, senesens
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ABSTRACT

INVESTIGATIONS OF EFFECTS OF HORMONES ON PHOTOSYNTHETIC
ABILITY OF Tropaeolum majus L. LEAVES AFTER PROLONGED DARKNESS
EXPOSURE

ilhami KARATAS

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Masters Thesis
2007, 51 page

Supervisor : Yrd. Doc. Dr. Lokman OZTURK

Jiiry : Prof. Dr.Zekeriy_a ALTUN_ER
Jiiry : Assoc. Prof. Dr. Isa TELCI
Jiiry : Asst. Prof. Dr. Lokman OZTURK

In this study, effects of plant hormones on senescence parameters and photosynthesis in
detached leaves of Tropaolum majus L during dark-induced senescence were investigated.
For this purpose, chlorophyll, carotenoid, starch, protein, hydrogen peroxide amounts,
catalase and peroxidase activities of leaves kept in darkness after 10~ and 10° M indole
acetic acid (IAA), indole butyric acid (IBA), naphthalene acetic acid (NAA), gibberellic
acid (GA3) and 6-benzylaminopurine (BAP) were determined. In the senescence process
IAA, IBA and NAA increased the losses in chlorophyll and protein contents while BAP
and GAj; decreased. No hormone could prevent rapid losses in starch amount under dark
conditions. However, BAP and GAj; significantly protected starch forming capacity of
leaves after the dark period. IAA, IBA and NAA increased hydrogen peroxide level and
peroxidase activity while BAP and GAj; decreased. Auxins decreased catalase activity
while BAP and GAj; increased.

Key Words : Catalase, hormones, peroxidase, photosynthesis, senescence
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1. GiRiS VE LITERATUR OZETi

Senesens programlanmis hiicre Sliimiiniin bir tipi olup hormonlar gibi i¢ faktorler
ve 151k siddeti gibi dis faktorlerle diizenlenen aktif bir siirectir. Bazi faktorler senesens
stirecini geciktirirken bazi faktorler de hizlandirmaktadir. Yapraklarda meydana gelen
senesens programu cesitli faktorler tarafindan degistirildigi bilinmektedir. Ornegin uzun
siire karanlik periyot yaprak senesensini tesvik eden faktorlerden biridir. Bitki
hormonlarinin senesens siirecinde etkileri bilinmekle birlikte fakat mekanizmasi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Bazi1 bitki hormonlar1 senesens siirecini geciktirirken bazilar1 da

hizlandirmaktadir.

Bitki, dokularinin biiyiik bir kisminin 6lii olmasi, bitkilerde senesens olayinin
Onemini ortaya koymaktadir. Ciinkii ©lii dokularn olmazsa bitkiler varliklarini
siirdiiremezler. Ornegin koklerden yapraklara su, mineral ve koklerde sentez edilen
metabolitleri tasiyan odun borulart (ksilem) oliidiir. Aym sekilde bitkilerin iskeleti
denebilecek sklerenkima dokusu 6lii hiicrelerden meydana gelmistir. Bu dokular ve burada
deginilmeyen diger Olii sistemler bitkilerde belli bir program geregince meydana
gelmektedir. Bu programin tam olarak anlasilabilmesi hem temel bilime hem de

uygulamal1 bilime katki saglayacaktir.

Bu calismada karanlikta birakilmak suretiyle senesensi tesvik edilmis Tropaeolum
majus L yapraklarinin, fotosentez yapabilme yetenegine bitki hormonlarinin etkisi
incelendi. Ayrica senesens siirecinde bitki hormonlarimin protein miktarlari, hidrojen

peroksit seviyeleri, katalaz ve peroksidaz aktivitelerine etkileri arastirildi.

1.1. Senesensin Tanimi

Senesens, bitkilerde meydana gelen ve tiim bitki, doku ya da hiicre 6limi ile

sonuc¢lanan onemli bir gelisme siirecidir (Goren, 2004). Bazi1 arastiricilar senesensi yaprak

gelisiminin son asamasi ve bitkilerde meydana gelen programli hiicre dliimiiniin bir ¢esidi



olarak tanimlamaktadir (Quirino et al., 2000; Lim et al., 2003; Lin and Wu., 2004).
Botanik literatiiriinde senesens olarak adlandirilan programli hiicre oOlimii, zooloji
literatiiriinde ise apoptosis olarak isimlendirilmektedir (Saglam Cag, 1997). Senesens
genetik olarak diizenlenen bircogu aktif oksijen tiirlerinin iiretimine sebep olan pek c¢ok
bozulma reaksiyonlarii kapsayan siirectir (Kukavica and Jovanovic, 2004). Yaprak
senesensi; hiicrenin, hiicre makro molekiillerin ve hiicresel yapilarin bozulmasini ve
yikilan iiriinlerin bitkinin diger organlarina tagindig1 oksidatif siirectir (Prochazkova et al.,
2001).

Senesens kuraklik, sicaklik, azot eksikligi, yetersiz 1sik, hastalik ve patojen
saldirilart gibi elverissiz ¢evre kosullar1 sonucunda meydana gelmesinin yaninda, en uygun
kosullarda yetisen saglikli bitkilerde de genetik olarak meydana gelmektedir. Elverissiz
cevre kosullarinin sebep oldugu senesens siirecinde bitkide erken tohum gelisimi ve bitki

omriiniin azalmasi seklinde cevap vermektedir (Goren, 2004).

Senesens organizmanin gelisiminin pek cok asamasinda meydana gelen yasam
dongiisiiniin 6nemli bir siireci olarak tanimlamaktadir. Oliim birkac hiicrede, yaprak ta
oldugu gibi spesifik bir organda veya tiim organizmada meydana gelebilmektedir (Nooden

et al., 1997).

Canlilar da meydana gelen ve sonu oliimle biten bazi1 olaylarin senesens sayilip
sayllmayacag tartigsimaktadir. Ornedin yaslanmanim belli bir genetik programa bagh
olmadan meydana gelen pasif bir siire¢ oldugundan senesens ile 6zdes sayillamayacagini
belirten arastirmacilar bulunmaktadir. Nekroz gibi patolojik nedenlere bagli 6liim
olaylarinda 6zel bir program olmadigi i¢in bir senesens ¢esidi olarak kabul edilmemektedir

(Saglam Cag, 1997).

1.2. Bitkilerde Goriilen Senesens Cesitleri

Senesens; hiicre, doku, organ ya da tiim bitkiyi kapsayan ve oliimle sonug¢lanan bir

olaydir. Ornegin, Monstrea yapraklarinda goriilen doku senesensi, petiyoliin belli bir



bolgesindeki (absisyon zonu) hiicrelerin 6lmesi, iletim doku elemanlarindan trake ve
trakeidlerin 6lmesi ve sklerenkima liflerinin meydana gelmesi bazi1 senesens cesitleridir

(Goren, 2004).

Saglam Cag (1997) senesensi Leopold (1961)’u kaynak gostererek gruplandirmistir.

1. Genellikle sonbaharda yapraklarin1 doken agaglarda meydana gelen mevsimsel
yaprak senesensi,

2. Genellikle otsu bitkilerde goriilen ve bitki kokiiniin yillarca yasamasina ragmen
sadece govdenin 6liimiine neden olan gévde senesensi,

3. IIk nodyumdaki yash yapraklardan baglayarak sirasiyla daha iist nodyumlardaki
yapraklara dogru ilerleyen sirasal yaprak senesensi,

4. Omrii boyunca bir kez cicek agan bitkilerde goriilen ve tohum harig tiim bitkinin

Oliimiine neden olan monokarpik senesens,

1.3. Senesens Siirecinde Olusan Biyokimyasal ve Yapisal Degisiklikler

Bitkilerde senesens siirecinde temel olarak protein ve yaprak hiicrelerinde klorofil
kaybi, lipid peroksidasyonu ve membran gecirgenliginin artmasiyla karakterize
edilmektedir. Yaprak senesensinin gozle goriilebilen en karakteristik 6zelligi, yesil yaprak
renginin sar1 ya da kirmiziya donmesidir. Renk degisikligine klorofillerin karotenoidlerden

daha hizli yikilmasi sebep olmaktadir (G6ren, 2004).

Senesensin bir diger karakteristik ©zelligi membran bozulmasidir. Bu 6zellik
gecirgenligin artmasina, iyonik gradiyentlerin kaybina ve iyon pompalar1 gibi 6nemli
membran proteinlerinin fonksiyonunun azalmasina neden olur. Senesens sirasinda
membran bozulmasi, esas olarak fosfolipid metabolizmasma baghdir. Fosfolipaz D,
fosfatidik asit, fosfataz, lipolitik agil hidrolaz ve lipoksigenaz gibi lipolitik enzimler,
senesens siirecindeki mikrozomal membranlarda bulunmustur. Fosfolipaz D,

fosfolipidlerin bozulmasini baslatan anahtar enzimdir. (Goren, 2004).



Genel olarak senesens, yapraklarin u¢ bolgelerinde baslar ve vaskuler demete yakin
hiicreler son olarak senesense ugramaktadir. Hiicrelerde senesens ile ilgili degisiklikler ilk
olarak kloroplastta gozlenirken, mitokondri ve nukleus senesensin son asamasina kadar

fonksiyonel olarak kalmaktadir (Goren, 2004).

Yaprak senesensi siiresince besinler tohumlara veya yeni gelisen vegetatif organlara
tasinmaktadir. Himelblau and Amasino (2001) yaptiklar bir ¢calismada senesens halindeki
Arabidopsis thaliana bitkisinin yapraklarindan C, Cr, Cu, Fe, K, Mo, N, P, S, ve Zn’nin %

40 dan fazlas1 yeni gelismekte olan tohum ve organlara tasindigi belirtilmistir.

Senesens sirasinda fotosentetik aktivitedeki diisiis; Rubisco (Ribuloz bisfosfat
karboksilaz)’nun aktivitesi ve miktari, CO, degisim oram ve fotosentez ile iliskili genlerin
mRNA anlatiminin diizeyi ile karakterize edilmektedir. Senesens siiresince fotosentez
azaldig1 zaman, kloroplastlar daha az NADPH ve ATP iiretir. Bununla birlikte, katabolik
islemler icin enerji gerekli oldugundan senesens sirasinda yapraklarda solunumun arttigi
goriilmiistir. Bu artis senesens siirecinde katabolik islemler icin gerekli olan ATP’nin

temini agisindan oldukga 6nemlidir (Goren, 2004).

Bugday yapraklarinda (Triticum aestivum) senesens siirecinde fotosentetik
enzimlerin aktiviteleri ve fotokimyasal siire¢ (elektron tasima aktivitesi) incelenmistir. Bu
arastirmanin sonuclarina gore fotosentetik enzimlerin aktiviteleri fotokimyasal aktiviteden

once diismeye baslamistir (Camp et al., 1982).

1.3.1. Klorofil Miktari

Klorofil yikimi yaygin olarak yaprak senesensi semptomu olarak kullanilir.
Senesens siirecinde kloroplastlarda DNA ve RNA bozulmasi, tilakoid membranlarin
yikimi, pigment yikimi ve protein yikimi gibi pek ¢ok katabolik reaksiyonlar meydana
gelmektedir. Senesens sirasinda kloroplastlarda, tilakoid zarin yikilmasindan meydana

gelen lipit damlalarinin meydana geldigi belirtilmistir (Saglam Cag, 1997; Goéren, 2004).



Klorofillaz klorofil yikim reaksiyonlarin1 katalizleyen ilk enzim oldugu
diisiiniilmektedir. Klorofillaz klorofil yikiminin ilk asamasi olan fitol’un uzaklastirllmasini
saglamaktadir. Ancak senesens siirecinde klorofillaz aktivitesi diisme egiliminde
oldugundan, klorofil yikimi klorofillaz’dan baska faktorler tarafindan da kontrol edildigini
gostermektedir. Klorofil yikiminda ikinci asamasi fitol kismi ayrilmis klorofil
katabolitinden magnezyumun uzaklastirilmasidir. Uciincii asamada senesens halindeki
yapraklarda sararmanin meydana geldigi sathadir. Bu safhada porfirinin oksigenik olarak
acilmakta ve renkli klorofil katabolitleri meydana gelmektedir. S6z konusu reaksiyonun
enzimi feoforbit a oksigenazdir. Klorofil katabolizmasindaki son asama renkli klorofil
katobolitlerinin renksiz klorofil katabolitlerine doniistiiriilmesi ve bunlarin vakoule

tasinmasidir (Fang et al., 1997).

Senesens siirecinde klorofil yikiminin mekanizmasi sararmayan veya devamli yesil
kalan mutantlardan yararlanilarak aciklanmaya calisilmaktadir. Mutant Festuca pratensis
de hem klorofillaz hem de Mg-decgelataz aktiviteleri yabani formuyla ayni olmasina
ragmen mutantlarda feoforbit o oksigenaz aktivitesinin diisiik oldugu belirtilmektedir

(Fang et al., 1997).

Lipoksigenaz, klorofil oksidaz ve peroksidaz gibi oksidatif enzimler alternatif bir
yolla klorofil katabolizmasina katilabilmektedir. Peroksidazin klorofil katabolizmasina
olast katilimi1 ¢ok Oncelerden beri ileri siiriilmektedir. Peroksidaz hidrojen peroksitle bir
fenolik bilesigi katalizler ve klorofili renksiz bir bilesige indiren fenolik bir radikal

iiretmektedir (Costa et al., 2005).

1.3.2. Protein Miktar1 ve Enzim Aktiviteleri

Senesens siirecinde zar proteinleri, rubisco ve glutamin sentaz gibi stroma
proteinleri yikilmaya baglamaktadir. Senesens sirasinda klorofil ve total ¢oziiniir proteinler
yikilmaktadir. Temel protein kaybi ya da inaktivasyonu senesensin ayirt edici bir

ozelligidir (Saglam Cag, 1997; Goren, 2004).



Yaprak senesensi siirecinde, bircok hidrolize edici ve oksidatif enzimlerin
aktivitelerinin arttigim1 ya da azaldigini belirten ¢esitli yaymlar bulunmaktadir. Senesens
stiresince, besinlerin taginmasinda ve yikilmasinda rol oynayan bir¢ok enzimlerin
aktivitelerinin  arttifi  gozlenmistir. Senesens siirecindeki bezelye yapraklarinin
peroksizomlarinda superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin arttig1, katalaz aktivitesinin ise
azaldig1 gozlenmistir. Yaprak senesensi sirasinda, transkripsiyonu artan yaklasik 100 gen
domates, misir, tiitiin, patates, fasulye gibi cesitli bitki tiirlerinden izole edilmistir. Bu
genler proteinaz, niikleaz, lipaz, klorofillaz gibi yikici enzimleri ve glutamat sentetaz gibi

azot tasinmasini saglayan enzimleri kodlamaktadirlar (Saglam Cag, 1997; Goren, 2004).

Senesens siirecindeki Oryza sativa yapraklarinda katalaz, peroksidaz ve polifenol
oksidaz enzimlerinin aktiviteleri belirlenmistir. Bu caligmanin sonuglarina gére peroksidaz
ve polifenol oksidaz enzimlerinin aktivitesi artarken katalaz’in aktivitesi azalmaktadir (Kar

and Mishra, 1976).

Senesens sirasinda hiicre zarlarinda meydana gelen bozulma superoksit radikali
(O27), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH’) gibi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artmasiyla baglantihdir. Yaprak senesensi siirecinde ROS’un seviyesinin
yiikselmesi antioksidan enzim aktivitesinin azalmasiyla miimkiindiir. Bitkilerde superoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APO), glutatyon rediiktaz (GR), dehidro askorbat
rediiktaz (DHAR) ve katalaz (CAT) ROS temizleyen ©nemli enzimlerdir. Cesitli
antioksidan enzimlerin aktiviteleri kuraklia, yiiksek sicakliga, diisiik sicaklifa ve

tuzluluga yanit olarak arttig1 bilinmektedir (Sairam et al., 2003).

Salatalik (Cucumis sativus) bitkisinin kotiledonlarinda meydana gelen dogal ve
karanlikla tesvik edilen senesens siirecinde yedi antioksidan enzim aktivitesinde meydana
gelen degismeler incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuclarina gére dogal senesens siirecinde
superoksit dismutaz, katalaz, dehidro askorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktaz aktiviteleri
azalirkken = askorbat  peroksidaz =~ ve  guaiacol  peroksidaz  yiikselmektedir.
Monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesinde anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir

(Kanazawa et al., 2000).



1.3.2.1. Katalaz

Katalaz, yiiksek konsantrasyondaki hidrojen peroksit’in su ve oksijene doniismesini
saglayan ve prostetik grup olarak porfirin iceren yiiksek molekiiler agirliga sahip bir
enzimdir. Katalaz bitkilerin  yaprak, kotiledon ve koklerindeki hiicrelerin
peroksizomlarinda ve glioksizomlarinda, misirda bulunan CAT III ise mitokondrilerde

bulunmaktadir (Oztiirk, 2002).

CAT’ 1 temel fonksiyonu, molekiiler O, varliginda metabolizmanin bazi
kademelerinde sentezlenen, radikal karakterli H,O,'nin ve ROOH gibi bir peroksit’in
radikalligini gidererek 6zellikle membranda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlart
engellemektir. Zira H,0,, singlet oksijen ve hidroksil radikalinin (OH") potansiyel
kaynagidir (Oztiirk, 2002).

1.3.2.2. Peroksidaz

Peroksidazlar, hidrojen peroksiti kullanarak ¢ok sayida organik ve inorganik
substratin oksidasyonunu katalizleyen hem proteinleridir. Molekiil agirligi 35-100 kDa
arasinda degismektedir. Peroksidazlar, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinoidaminler
(yalmzca  benzidin  tiirevleri) gibi ¢ok sayida aromatik  komponentlerin
dehidrojenasyonlarinida katalizlemektedir. POD, cesitli aromatik komponentleri substrat
olarak kullanarak metabolizma esnasinda ortaya c¢ikan H>O;’yi etkisiz hale getirmektedir.
POD; spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH
gibi biyokimyasal oOzellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimden meydana gelmistir

(Oztiirk, 2002).



1.3.3. Karbohidrat Icerigi

Pelargoniom yapraklarinda karanlikla tesvik edilen senesens siiresince nigasta ve
coOziinebilir karbohidratlar azalmistir (Rosenvasser et al. 2006). Brassica oleracea
bitkisinde yapilan bir caligmada hasattan sonra 24 saat icinde nisasta ve coziilebilir seker
icerigi hizlica diistiigii gozlenmistir. Nisasta ve c¢oziilebilir seker hasat’in ilk anlar

stiresince solunumun ana substrat kaynagidir (Finger et al., 1999).

1.3.4. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H,O,) oksidatif metabolizmanin bir &gesidir. Peroksizom ve
kloroplastlardaki oksidatif reaksiyonlarin bir iiriiniidiir. H,O; bir aktif oksijen tiiriidiir.
Hidrojen peroksit aym zamanda eser miktarda Cu* veya Fe®* varliginda siiperoksit
radikalleri ile reaksiyona girerek daha etkili serbest oksijen radikalleri ve hidroksil radikali
olugturmaktadir. Hidroksil radikalleri membran lipidlerinin peroksidasyonuna ve
proteinlerin bozulmasina neden olmaktadir. Serbest radikaller yaprak senesensini énemli

bir ol¢iide artirdig1 yaygin olarak diistiniilmektedir (Chang and Kao, 1998).

Hidrojen peroksit ve superoksit radikalini (O;") igeren reaktif oksijen tiirleri
bitkilerde pek ¢ok sayida metabolik yollar vasitasiyla kaginilmaz bir sekilde iiretilmektedir.
Bunlarin varligr niikleik asit, lipit ve protein gibi hiicresel molekiillerde oksidatif zarara
neden olmaktadir. O, mitokondri ve kloroplast elektron tagima sisteminde iiretilmektedir.
Hidrojen peroksit glioksizomlarda ve peroksizomlarda iiretilmektedir (Kanazawa et al.,

2000).



1.3. Senesens Siirecini Etkileyen Faktorler

Yaprak senesensi hiicre fizyolojisinde, biyokimyasinda ve gen ifadesinde diizenli
ve sirasal degisikliklerin meydana geldigi programl bir siirectir (Lim et al., 2003). Yaprak
senesensi pek cok farkli yollarla kontrol edilen ve cesitli faktorlerle tegvik edilen bir
stirectir (Buchanan Wollaston et al., 2003). Bitkilerde meydana gelen senesens aktif bir

stire¢ olup i¢ faktorler ve dis faktorlerle diizenlenmektedir (Weaver and Amasino, 2001).

1.4.1. i¢ Faktorler

Senesens siireci niikleus tarafindan kontrol edilmektedir (Nooden et al. 1997 ). Son
yillarda biyokimya ve molekiiler alanlarinda yapilan c¢alismalar senesens siirecinin bazi
genlerin transkripsiyonunu gerektiren aktif bir siire¢ oldugunu gostermistir (Buchanan-

Wollaston et al., 2003 ).

Senesensi artiran genleri siniflandirmada farkli ifadeler kullanmaktadir. Bu genler
genelde SAG (senescence associated genes) olarak adlandirilir veya daha dogru bir
ifadeyle SEN (senescence enhanced) genleri olarak adlandinlmaktadir. S6z konusu
genlerin fonksiyonel analizleri bu genlerin senesensteki rollerini belirlemek icin dnemlidir

(Buchanan Wollaston et al., 2003).

Senesens sirasinda meydana gelen tasinma ve bozulma olaylarina aracilik etmek ve
hiicre metabolizmasini kontrol etmek icin yeni proteinler sentezlenmektedir. Senesens
programina katildigi diisiiniilen proteinleri kodlayan genlerin mRNA seviyeleri artarken,
fotosentezle ilgili proteinleri kodlayan genlerin mRNA seviyeleri diismektedir (Goren,

2004) .

Bitki hormonlarinin senesensin diizenlenmesinde rol aldiklar1 bilinmektedir. Bitki

hormonlarinin bir kismi senesens siirecini hizlandirirken bir kismu da bu  siireci
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geciktirmektedir. Bitki hormonlarin senesens siirecindeki rolleri boliim 1.5°de ayrintili bir

sekilde anlatilacaktir.

1.4.2. Dis Faktorler

Bitkilerde prematiire senesens’e besin veya su stresi, ozon veya ultraviyole
(UV)’nin neden oldugu oksidatif stres gibi bircok farkli c¢evresel faktorler neden
olmaktadir. Bezelyede kuraklik stresi ile tesvik edilen prematiire senesens dogal senesense

benzer sekilde gelismektedir (Buchanan Wollaston et al., 2003).

Tek yillik bitkilerde prematiire senesensin baslamasi kuraklik, mineral eksikligi ve
yaralanma gibi oksidatif strese sebep olan farkli ¢evresel faktorlerle baslatilabilmektedir.
Senesens halindeki yapraklarda aktif oksijen birikimi bu sartlar altinda olustugu
gosterilmistir (Kukavica and Jovanovic, 2004). Bu yiizden pek ¢ok SAG genleri bitkilerin
bu cevresel faktorlere yaniti olarak diizenlenmektedir. Cevresel faktorlerle tesvik edilen
senesens siirecinde pek ¢ok durumda SAG genlerinin aktivasyonu gozlenmistir (Nam,

1997).

Isik siddeti senesensin diizenlenmesini etkileyen 6nemli bir faktordiir (Weaver and
Amasino, 2001). Karanlik veya diisiik 151k siddeti, 1518a bagh diizenlenen genlerin
transkripsiyonunda bir azalmaya neden olmasinin yaninda klorofil ve fotosentetik
proteinlerin yikilmasina da neden olmaktadir (Wingler et al., 1998). Arabidopsis bitkisine

karanlik uygulamak yaprak senesensini baslatmaktadir (Lin and Wu, 2004).

1.5. Senesensin Bitki Hormonlari ile iliskisi

Cesitli bitki hormonlar1 senesensin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Senesens siirecinde bitkilerde bir¢ok hormonun konsantrasyonunda degismeler meydana

gelmektedir. Senesens halindeki dokularda sitokinin seviyesinin azaldigim1 ve pek cok
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durumda GAj; seviyesinin de diistiigii belirtilmistir. Oksin ve etilen konsantrasyonu
senesens halindeki dokularda artmaktadir (Even Chen et al., 1978). Bitkilerde ve bitki
dokularinda yaslanmay1 tesvik eden su stresi, yaralanma, mineral eksikligi ve yiiksek
sicaklik gibi uygulamalar hormon seviyelerindeki degismeleri tesvik etmektedir. Bitki
hormonlar1 ile muamele senesens oranimi etkiledigi bilinmektedir. Giberellinlerin ve
sitokininlerin senesensi geciktirmede, etilen ve absisik asit’in ise senesens ile
degisikliklerin artmasinda etkili oldugu belirtilmektedir. Bu hormonlardan &zellikle

sitokininlerin ve etilenin senesens olayinda onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (Goren,

2004) .

1.5.1. Gibberellinler

Gibberellinler ismini ilk kez kesfedildigi piring paraziti mantarin (Gibberella
fujikori) isminden almustir. Yiiksek bitkilerde 89 tane GA bulunmustur. Gibberellik asit
GA; ticarete sunularak deneysel ve uygulamali calismalarda ve gibberellik giicii test etmek
istenen bilesiklere referans olarak kullanilmaktadir. Sadece gibberellik asit veya gibberellin

denildiginde GAj; anlasilmaktadir (Akman ve ark., 2001; Onder ve Yentiir, 1999).

CH, HOOC

Sekil 1.1. Gibberellik asit (GA3)

Gibberellinlerin biyosentez evreleri genellikle plastidlerde tamamlanir ve fitokrom
pigmenti bu sentezi diizenlemektedir. Gibberellik asit meyve, tohum, embriyo, govde,
kokiin apikal bolgesi ve geng yapraklarda sentezlenmektedir. Gibberellik asit

internodyumlarin uzamasi ve ciceklenme, yaprak ve meyvelerin bilylimesi, tohumlarin



12

cimlenmesi ve tomurcuklarin gelisimi, a-amilaz enziminin sentezi gibi bircok fizyoloji ve
biyokimyasal olayda rol almaktadir. Gibberellinler hiicre bilesiklerine baglanarak aktif
olmayan maddeler olusturmaktadir. Gibberellinlerin inaktivasyonu karbon iskeletinin
modifikasyonu ile ya da glukozla birlesmesiyle olmaktadir. Yiiksek bitkilerde
gibberellinlerin inaktivasyonu; molekiiliin 2 B-hidroksilasyonudur, diger bir deyimle iki
numarali karbona OH grubu eklenmesiyle olmaktadir (Onder ve Yentir, 1999; Akman ve

ark., 2001).

Gibberellinler senesensi dnemli dl¢iide geciktirmektedir (Goldthwaite and Laetsch,
1968). Alstroemeria bitkisinde yaprak senesensi gibberellinler ve kirmizi 1s1ikla yogun bir
sekilde inhibe edilmektedir (Kappers et al., 1998). Gibberellik asit senesens siirecinde
protein (Beevers, 1966), klorofil (Rosenvasser et al., 2006), RNA (Beevers, 1966) ve
fotosentez de (Jordi et al., 1994) meydana gelen kaybi ertelemektedir.

Pelargoniumun kesik yapraklarinda karanlikla tesvik edilen senesens siirecinde
gibberellik asitin reaktif oksijen tiirleri, senesens ile ilgili genler (SAG) ve klorofil
bozulmasi iizerine etkisini incelenmistir. Gibberellik asit, Klorofil bozulmasi ve senesens
ile ilgili genlerin ifadesinde bir diisiise sebep olmaktadir. Ayn1 zaman da gibberellik asit
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini siirlamaktadir. Gibberellik asit yaprak
senesensini yalniz ROS’un seviyesini diisiirerek degil ayn1 zamanda mekanizmasi heniiz

bilinmeyen bir yontemle yaprak senesensini inhibe etmektedir (Rosenvasser et al., 2006).

Lilium bitkisinde diisiik sicaklikla tesvik edilen yaprak senesens’i {izerine
gibberellinlerin (GA4:7) ve 15181n etkisi arastirilmigtir. Gibberellik asit klorofil kaybini
engellemesine karsin  ¢oziilir total karbohidrat konsantrasyonundaki azalmayi
engelleyememektedir. Protein kaybi gibberellin uygulanan yapraklarda kontrole gore daha
yavas gerceklesmektedir. Gibberellik asit lipit yikiminin gostergesi olan malonildialdehit
konsantrasyonunu 4 °C de degistirmezken, 22 °C de malondialdehit konsantrasyonundaki
artist yavaglatmaktadir. Katalaz aktivitesinde meydana gelen diisiisii gibberellik asit

engelleyememektedir (Ranwala and Miller, 2000).



13

1.5.2. Oksinler

Oksinler esas olarak govde ve kok ucu gibi meristematik dokularda, yeni
gelismekte olan yapraklarda, cicek, gelisen meyve ve tohumlarda sentez edildigi
kanitlanmistir. Oksinler biiyiime, kok uzamasi, apikal dominansi, ¢igeklenme gibi bircok
fizyolojik olayin diizenlenmesinde rol almaktadir. Dogal ve sentetik indol tiirevi
hormonlarin tiimii oksin tipi bilyiime hormonlari olarak adlandirilir. Indol asetik asit ilk
kesfedilen dogal oksin hormonu olup bir¢ok bitki dokusunda bulunmaktadir. IBA, NAA ve
2,4-D gibi birgok sentetik oksin gesitleride bulunmaktadir (Onder ve Yentiir, 1999; Akman
ve ark., 2001).

W —CH.—COOH CH,COOH
= A CHCH: l// \i‘—h\ -— CH,— COOH
o | J
\/"\N \\‘/\N

H H
indol-3-butirik asit o-naftalen asetik asit indol-3-asetik asit

Sekil 1.2, Oksinler

Sentetik ve dogal oksinler senesensi geciktirdigini veya hizlandirdigini belirten
yayimlar bulunmaktadir (Goren, 2004). Oksinler klorofil kaybi, RNA yikimi ve sentezi,
protein yikimi ve sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin sentezi, membran bozulmasi ve enzim
aktivitesinde degisiklik gibi senesensle ilgili olaylar1 etkilemektedir. Naftalen asetik asit
Xanthium yapraklarinda senesens siirecinde klorofil kaybimi engellerken (Abrams and

Pratt, 1966), IAA Lactuca sativa yapraklarinda hizlandirmaktadir (Aharoni, 1989).

Indol asetik asit lale siirgiinlerinde yaprak senesensinde klorofil kaybini
ertelemistir. Disaridan lale siirgiinlerinde uygulanan indol asetik asit Onemli bir
antisenesens faktoriidiir (Kawa Miszczak et al., 1959). Rhoeo discolor’ da naftalenasetik
asit karanlikla tegvik edilen yaprak senesensini engellemektedir. Bu yapraklarda naftalen

asetik asit RNA ve protein sentezini tegvik etmistir (Sacher, 1967).
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Arabidopsis thaliana’ da Auxin response factorl(ARF1) ve auxin response factor 2
(ARF2) genleri senesensi ve cicek absisyonunu diizenlemektedir. Bu genler oksinin
aracilik ettigi faktorlere yanit olarak transkribe edilmektedir. Mutant bitkilerde ARF 2 bitki
yaslanmasi, c¢iceklenmenin baslamasi, yaprak senesensi ve ¢icek absisyonunu gibi birkag
siirecte gecikmeye sebep olmaktadir. Senesens halindeki yapraklarda ARF 2’nin ifadesi
tesvik edilmistir. ARF' 2 yaprak senesensini ve ¢icek absisyonunu sitokinin ve etilenden

bagimsiz bir sekilde diizenlemektedir (Ellis et al., 2005).

1.5.3. Sitokininler

Sitokininler kok gelisimi, apikal dominansi, ¢iceklenme, tohum gelisimi hiicre
boliinmesi ve senesens gibi bir¢ok fizyolojik olayin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Sitokininler 1s1kta kloroplast gelisimini ve klorofil sentezini tesvik etmektedir. Kok apikal
meristemleri ve gelisen embriyo sitokinin baglica sentez yerleridir. Dogal ve sentetik
sitokininler piirin halkasi1 tasirlar ve adenin tiirevleridir. Dogal olarak bulunan ve aktif ii¢
sitokinin zeatin, dihidrozeatin ve izopentenil adenin (IPA) dir. Benzilamino piirin (BAP
veya BA: benziladenin) ve tetra hidropiranil-benziladenin (BPA) sentetik sitokininler

arasinda onemlidirler (Onder ve Yentiir, 1999; Akman ve ark., 2001).
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Sekil 1.3. Sitokininler

Karanlikla tesvik edilen senesens siirecinde Brassica oleracea bitkisine 50 ppm

BAP uygulanmasi hasattan sonra meydana gelen sukroz konsantrasyonundaki hizli diisiisii
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engelleyememesine karsin ¢Oziiniir proteinlerdeki ve aminoasitlerdeki diistisii

geciktirmektedir (Downs et al., 1997).

Brassica oleracea’ min hasat sonrasi senesens siirecinde BAP ve etafonun klorofili
parcalayan enzimler ve peroksidaz bagli olarak klorofillerin beyazlanmasi iizerine etkisi
incelenmistir. 100 ppm BAP ile muamele klorofillaz, Mg-decelataz ve peroksidaza bagl
klorofil beyazlanmasmin seviyesini azaltmistir. Buna bagli olarak ta klorofil kaybini

azaltmistir (Costa et al., 2005).

Senesens siirecindeki Avena sativa L yaprak segmentlerine 14 pM kinetin
uygulama, CAT ve SOD enzimlerinin aktivitelerindeki diisiisii  ve lipid

peroksidasyonundaki artist inhibe etmektedir (Dhindsa et al., 1982).

Transgenik tiitiin bitkilerinde sitokinin biyosentezini katalizleyen izopentenil
transferaz enzimini kodlayan IPT geni sitokinin fazla iiretimini saglamakta ve senesensi
geciktirmektedir (Gan and Amasino, 1995). Sitokinin iiretimi tesvik edilmis transgenik
tiitiin (Nicotina tabacum) bitkisinin senesens halindeki dokularinda, rubisco ve fotosentez
metabolizmas1 ile ilgili diger enzimlerdeki diisiisii = geciktirmektedir  fakat

engelliyememektedir (Wingler et al., 1998 ).

Sitokininlerin senesensi geciktirici etkisinin yaninda, yapilan ¢aligsmalarda yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanan benzilamino piirin Arabidopsis thalina ve Daucus carota’

da senesensi tesvik etmistir (Carimi et al., 2004).

1.5.4. Diger Bitki Hormonlari

Etilen ve absisik asit gibi hormonlar bitkilerde senesensi hizlandirdigi
bilinmektedir. Etilen bir senesens hormonu olarak senesens ve yaslanma sirasinda
metabolik olaylar diizenlenmektedir. Etilen protein, nisasta ve klorofil kaybina neden

olarak meyve ve yaprak ayasi senesensinde tesvik edici baskin bir role sahiptir (Onder ve
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Yentiir, 1999). ABA’nin disaridan uygulanmasi piring bitkisinde yaprak senesensini tegvik

etmistir (Goren, 2004).

1.5. Senesesens ile Tlgili Hipotezler

Bitkilerde senesensin cesitli sekillerde meydana gelmesini bagh olarak, senesensin
gelis nedenlerini aciklamaya yonelik bazi hipotezler ileri stiriilmiistiir (Saglam Cag, 1997).
Bu hipotezlerden bitki fizyolojisinin ilgi alanlarma girenleri, baslica iki grup altinda
toplanabilir. Bunlardan biri besin bosalimi1 (Nutrient Drain) hipotezi, digeri ise senesens

sinyali hipotezidir.

1.6.1. Besin Bosalim Hipotezi

Senesens sirasinda, hiicrelerdeki makro molekiillerin yikilarak buradan baska
organlara taginmasini ve bu maddelerin baska hiicrelerce besin olarak kullanilmasin goz
Oniine alan arastincilar hiicre iceriginin bosalmasini senesensin nedeni olarak
yorumlamustir. Ozellikle, monokarpik bitkilerde, tohumlarin gelismeye baslamasina paralel
olarak ve genaratif organlardan tohumlara dogru madde tasinmasinin saptanmis olmasi ve
cicekleri ya da meyveleri koparilan ve hatta meyvelerinden tohumlar1 c¢ikarilan
monokarpik bitkilerde senesensin geciktirilebilmesi bu hipotezi destekleyen olgulardir.
Mineral madde bakimindan fakir olan ortamlarda yetistirilen bitkilerde senesensin erken
basladigr ve hizla ilerledigi de bilinmektedir. Bu olay, besin yetersizligi ile senesens

arasinda ilgi bulundugu diisiincesini giigclendirmektedir (Goren, 2004; Saglam Cag, 1997).
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1.6.2. Sinyal Hipotezi

Senesens sinyali hipotezini savunan arastiricilar, gelismekte olan organlar
(meyveler, tohumlar ve apikal meristem dokusu) tarafindan iiretilen bir sinyalin, hedef
hiicrelere tasinmasi sonucunda senesensin meydana geldigini ileri siirerler. Buna gore,
hedef hiicrelerde yapisal makro molekiillerin yikilmasi ve besinlerin hiicrelerden
bosalmasi, senesens sinyalinin hedef hiicreler tarafindan algilanmasiyla birlikte baslar.
Ozellikle monokarpik bitkilerde senesensin, tohumlarin olgunlasma siireci ile es zamanlt
olarak meydana gelmesi; tohumlarin koparilmasi halinde ise senesensin duraklamasi,

sinyal hipotezini destekleyen olaylardir (Goren, 2004; Saglam Cag, 1997).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Arastirmada Tropaeolum majus L fidelerinin yapraklari deney materyali olarak
kullanildi. Latingicegiler familyasinin 6rnek bir bitkisi olup kapugin olarak ta
bilinmektedir. Anayurdu Giiney Amerika’'nin serin And Daglar1 bolgesidir. Latin
ciceklerinin yaklasik 45 tane tiirii bulunmaktadir. Gosterigli ¢igek ve yapraklar: nedeniyle

Latin ¢igegi siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (Ebcioglu, 2002)

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda potasyum fosfat (KH,PO,), hidroklorik asit (HCI), sodyum
hidroksit (NaOH), H,O, (Ak kimya), coomassie brillant blue G-250 boyasi (Sigma),
potasyum iyodiir (KI), iyot, etanol, aseton, guaiacol, triklorasetik asit (TCA), nisasta
(Sigma), IAA (Sigma), IBA (Sigma), NAA (Sigma), GA; (Sigma) ve BAP (Sigma)

kullanilmistir.

2.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalarimiz sirasinda kullanilan alet ve cihazlar:

Sogutmal1 santrifiij : Hettich

Spektrofotometre : Jasco V-530 UV/ VIS Spectrophotometer

pH metre : Eutech Instruments Ecoscan Hand-Held Series Singapore
Hassas terazi : Scaltec SPB 54

Magnetik karistirict : Heidolph MR-3001
Otomatik pipetler : Ephendorf
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2.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.1.3.1. Klorofil ve Karotenoid Miktarlarinin Belirlenmesi icin Hazirlanan

Cozeltiler

1. % 80 (v/v) Aseton: 400 ml % 100’liik asetondan alinarak son hacmi destile su ile

500 m!l’ye tamamlanda.

2.1.3.2. Protein Miktarimn Belirlenmesi icin Hazirlanan Cozeltiler

1. Coomassie brillant blue G-250 : 100 mg boya 50 ml % 97’lik etanol de ¢o6ziildii
ve lizerine % 85’lik H3PO4 ten 111 ml ilave edildi. Son hacim destile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi.

2. 50 mM KH,PO, pH = 7 (homojenat tamponu) : 1,7 g KH,PO4 100 ml destile
suda ¢oziildii. Daha sonra NaOH ile pH =7’ye titre edildi ve toplam hacim destile su ile

250 ml’ye tamamlanda.

2.1.3.3. Nisasta Miktarmn Belirlenmesi icin Hazirlanan Cozeltiler

1. Iyot Cozeltisi: 0,25 g iyot 5 ml etil alkol de ¢oziildii ve iizerine 5 g KI ilave

edildi. Son hacim destile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2.1.3.4. Hidrojen Peroksit Miktarmnin Belirlenmesi icin Hazirlanan Cézeltiler

1. % 0,1 (w/v) TCA: 0,1 g TCA 50 ml destile ¢oziildii ve son hacmi destile su ile

100 mI’ye tamamlanda.
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2. 1 M KI: 16,6 g KI 50 ml saf suda ¢oziildii ve son hacmi destile ile 100 ml’ye
tamamlanda.
3. 10 mM KH,PO4 (pH = 7) : 0,34 g KH,PO4 200 ml destile suda ¢oziildii. Daha

sonra NaOH ile pH =7’ye titre edildi ve toplam hacim destile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2.1.3.5. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi icin Hazirlanan Cozeltiler

1. 50 mM KH,PO, (pH= 7) (homojenat ve aktivite tamponu) : 1,7 g KH,PO4 200
ml destile suda coziildii. Daha sonra NaOH ile pH = 7’ye titre edildi ve toplam hacim
destile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

2. 30 mM H,0; : % 50’1lik H,O, den 204 pl alind1 ve destile su ile hacmi 100 ml’ye

tamamlandi.

2.1.3.6. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi icin Hazirlanan Cozeltiler

1. 50 mM KH,PO4 (pH= 7) (homojenat tamponu) : 1,7 g KH,PO4 200 ml destile
suda ¢oziildii. Daha sonra NaOH ile pH = 7’ye titre edildi ve toplam hacim destile su ile
250 ml’ye tamamlanda.

2. 50 mM KH,PO4 (pH= 6,5) (aktivite tamponu) : 1,7 g KH,PO4 100 ml destile
suda ¢oziildii. Daha sonra NaOH ile pH = 6,5’e titre edildi ve toplam hacim destile su ile
250 mI’ye tamamlanda.

3. 22,5 mM Hy0; : % 50’lik H,O, den 153 pl alind1 ve destile su ile hacmi 100
ml’ye tamamlandi.

4. 30 mM Guaiacol : 165 pl guaiacol alindi ve hacmi 50 ml’ye destile su ile

tamamlandi.
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2.1.3.7. Uygulanan Hormon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1. 10™* M indol-3-asetik asit (IAA): 17,51 mg IAA 1 ml etanol de ¢oziildii ve son
hacmi destile su ile 1000 ml’ye tamamland1. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilerek 10° M ve
10° M’lik deney ¢ozeltileri hazirlandu.

2. 10™* M indol-3-biitirik asit (IBA) : 20,32 mg IBA 1 ml etanol de ¢oziildii ve son
hacmi destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilerek 10° M
ve 10° M’k deney ¢ozeltileri hazirlanda.

3. 10 M Naftalen asetik asit (NAA) : 18,62 mg NAA 1 ml etanol de ¢oziildii ve
son hacmi destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilerek 10°
M ve 10° M’lik deney ¢ozeltileri hazirlandi.

4. 10 M Gibberellik asit (GA3) : 34,63 mg GAs 1 ml etanol de coziildii ve son
hacmi destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilerek 10° M ve
10° M Ik deney ¢ozeltileri hazirlandi.

5.22 10" M 6-Benzilaminopiirin (BA) : 50 mg BA 1 ml 1 N NaOH c¢oziildii ve
son hacmi destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilerek 10™

M ve 10° M’lik deney cozeltileri hazirlanda.

2.2. Metod

2.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Uygulamalar

Tropaeolum majus L tohumlar1 4 saat su da bekletilip sisirildikten sonra esit
biiyiikliikteki tohumlar secilerek % 50 humuslu bahge topragina ekildi. Fideleri vertikal
klinostat iizerinde 12 saat fotoperiyotta 9000 luks 151k siddetinde yetistirildi. 70 giinliik
bitkilerin yapraklar petiyolleri ile birlikte kesilerek icerisinde IAA, IBA, NAA, BAP, ve
GA; hormonlarmm 10” ve 10° M konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri bulunan deney
tiiplerine yerlestirilerek karanlik ortama yerlestirildi. 2, 4 ve 6. giinlerin sonunda

yapraklarda klorofil, karotenoid, protein, nisasta, hidrojen peroksit miktarlar ve katalaz ve
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peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri belirlendi. Ayrica kontrol ve muamele grubu
yapraklara 2, 4 ve 6 giinlikk karanlik periyotlardan sonra 12 saatlik 151k periyodu

uygulanarak nisasta miktarlar1 belirlendi.

2.2.2. Klorofil ve Karotenoid Miktarlarimin Belirlenmesi

Toplam klorofil miktar1 Arnon denklemine gore belirlendi (Arnon, 1949).
Karotenoid miktar1 ise asagida verilen Jaspars formiiliine gére hesaplandi (Oztiirk ve
Demir, 2001). 0,2 g yaprak dokusu % 80’lik 5 ml aseton icerinde homojene edildikten
sonra 3000 x g~ 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen supernatantin 645, 663 ve 450 nm
dalga boyunda gosterdigi absorbsiyon (Optik dansite=OD) degerinden, ‘mg klorofil / 1000

ml ekstrakt’ miktar1 agsagida verilen formiile gore hesaplandi.

Klorofil a = 12,7 X A663 — 2,69 X A645
Klorofil b = 22,9 X A645 — 4,68 X A663
Total klorofil = 20.2 X Agss + 8.02 X Agss

Toplam karetinoid = 4,07 x A4s0— (0,0435 x kl.a miktar1 + 0,3367 x kl. b miktar1)

2.2.3. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Yapraklardaki protein miktar1 Bradford (1976) yontemiyle belirlenmistir. Bu
yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike sahiptir
ve protein iizerindeki pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi
(Amax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma
doniisiimiinii saglar. Birgok protein hemen hemen ayni sonug¢ egrilerini verdiginden,
yontem genis bir kullanim alanina sahiptir. Bundan baska yontem, bozucu faktorlere karst
daha az hassastir. Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder; 2

dakikada tamamlanir, renk stabilitesi 1 saatin iizerinde devam eder. Sodyum dodesil siilfat
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(SDS) ve Triton X-100 gibi deterjanlar reaksiyonu bozmazlar. Bu yontemin hassasiyeti 1-
100 pg arasindadir. Ham ekstrakt ve amonyum siilfatla ¢oktiirme yontemleriyle elde edilen

cozeltilerdeki kantitatif protein miktar1 bu yontemle tayin edildi.

0,2 g yaprak dokusu 1,3 ml 50 mM KH,PO4 (pH = 7) tamponu icerisinde homojene
edildi. Homojenat +4 C ve 12000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatanttan 50 pl
almarak son hacim 150 ul olacak sekilde destile su ile seyreltildi. Seyreltik supernatantan
50 pl alinarak igerisinde 2,5 ml Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi bulunan tiiplere
pipetlendi. Tiipler vorteks ile kanstirihip 10 dakika inkiibasyona birakildi ve
spektrofotometreyle 595 nm’de kore karsi absorbansi okundu. Kor olarak, 50 ul aynm
tampon ve 2,5 ml Coomassie brillant blue G-250 renklendirme reaktifinden olusan karigim

kullanildi. Standart grafikten yararlanarak protein miktarlar belirlendi (Oztiirk, 2002)

Standart grafik icin 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin
cozeltisi hazirlandi. Deney tiiplerine sirasiyla standart protein ¢ozeltisinden 0,10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80 ve 90 pl pipetlendi. Destile suyla son hacimleri 100 pl ye
tamamlandiktan sonra igerisinde 2,5 ml Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi bulunan
tiiplere pipetlendi. Tiipler vorteks ile karistirtlip 10 dakika inkiibasyona birakildi ve
spektrofotometreyle 595 nm’de absorbansi kére karst okundu. Kor olarak,100 ul aym
tampon ve 2,5 ml Coomassie brillant blue G-250 renklendirme reaktifinden olusan karigim

kullanildi. Elde edilen absorbanlara karsilik gelen ug protein degerlerinin grafigi ¢izildi

2.2.4. Nisasta Miktarmin Belirlenmesi

0,2 g yaprak dokusu 3 ml destile su icerisinde havanda homojenize edildikten sonra
3000 x g de santrifiij edildi. Elde edilen supernatant 5 dakika kaynatildiktan sonra, bir kez
daha 3000 x g de santrifiij edilerek berrak bir siipernatant elde edildi. 0,9 ml supernatanta
ve 0,1 ml iyot c¢ozeltisi ilave edilerek karistmin 600 nm deki absorbansi

spektrofotometrede kore karst Olciildii. Kor olarak 0,9 ml destile su ve 0,1 ml iyot
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cozeltisinden hazirlanan karisim kullanildi. Standart grafikten yararlanilarak nisasta
miktari tayin edildi (Akyildiz, 1999).

Standart grafik i¢in 1 ml’sinde 100 pg nisasta ihtiva eden ¢ozelti hazirlandi. Deney
tiiplerine sirasiyla standart nisasta ¢ozeltisinden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ml kondu. Destile
suyla son hacimleri 10 ml’ye tamamlandi. 0,9 ml deney tiiplerindeki standart nisasta
cozeltilerinden ve 0,1 ml iyot ¢ozeltisinden hazirlanan karistmin 600 nm deki absorbansi
spektrofotometrede kore karst okundu. Kor olarak 0,9 ml destile su ve 0,1 ml iyot
cozeltisinden hazirlanan karisim kullanildi. Elde edilen absorbanlara karsilik gelen ug

nisasta degerlerinin grafigi ¢izildi

2.2.5. Hidrojen Peroksit Miktarimin Belirlenmesi

0,25 g yaprak dokusu 2,5 ml % 0,1’lik (w/v) TCA da homojene edildi. Homojenat
12000 x g de 15 dakika santrifiij edildi. Supernatanttan 0,5 ml alinarak iizerine 10 mM (pH
=7) 0,5 ml KH,PO4s ve 1 ml 1 M KI eklendi. Elde edilen karistmin 390 nm’deki
absorbansi kore karsi 6lgiildii. Kor olarak 1 ml aym tampon ve 1 ml KI kullanildi. Standart

grafikten yaralanilarak hidrojen peroksit seviyesi belirlendi (Velikova et al. 2000).

Standart grafik i¢cin 163 pM’Iik H,O; stok ¢ozeltiden sirasiyla 50, 100, 200, 300,
400, 500 ve 700 pl tiiplere pipetlendi. Her bir tiipe 1 ml 1 M KI eklenerek son hacim ayni1
tamponla 2 ml ye tamamlandi. Yukarida aciklandig: gibi absorbansi dl¢iildii ve elde edilen
absorbans degerlerine karsilik gelen hidrojen peroksit konsantrasyonu grafik halinde

verildi.
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2.2.6 Katalaz ve Peroksidaz Aktivitesinin Olciimii Icin Homojenat

Hazirlanmasi

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi icin 0,2 g yaprak dokusu 1,3 ml 50 mM KH,PO,
(pH = 7) tamponu icerisinde homojenize edildi. Homojenat 4 °C ve 12000 x g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant aktivite Sl¢iimil icin eppendorf tiiplerine aktarilarak 4 °C’de

muhafaza edildi.

2.2.6. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi H,O, ’ nin O, ve H,O’ ya doniisiimii saglanirken meydana gelen
absorbanas azalmasinin 240 nm’ de izlenmesi esasina dayanir. Aktivite Olciimiinde, 3
ml’lik reaksiyon karigimi 50 mM KH,PO, (pH = 7) tamponu, 30 mM H,0, ve 30 ul enzim
den olusacak sekilde hazirland1 ve iki dakika boyunca absorbans1 ol¢iildii (Oztiirk, 2002).

Olgiimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan araliktan dakika basina
absorbans azalmasi hesaplandi. Isik yolu (b) = 10 mm, ekstinksiyon katsayist (€ mo2) =
0,00394 (mmol'l X mm'z) alinarak A= €. b. ¢ formiiliinden 240 nm’de, dakikada 1 pmol
H,0,’nin harcanmasini saglayan enzim miktar1 belirlendi. Formiil pratik olarak EU =

3(A/0,0394) sekline getirildi ve biitiin aktiviteler bu formiilden hesaplandi

2.2.8. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlendi. Aktivite Ol¢iimiinde, 3
ml’lik reaksiyon karigimi 50 mM KH,PO, (pH = 6,5) tamponu, 22,5 mM H,0,, 30 mM
guaiacol ve 30 pl enzim den olusacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon 30 pl enzimin
ilavesiyle basladi ve iki dakika boyunca 470 nm de absorbansi ¢l¢iildii. Bir enzim iinitesi
bir dakikada 1 pmol guaiacol’u katalizleyen enzim miktar1 olarak hesaplandi (Demir ve

Oztiirk, 2003).
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1. Klorofil ve Karotenoid Icerigi

Tropaeolum majus L yapraklarinda total klorofil miktar1 Arnon (1949) metoduna
gore ve karotenoid miktari ise Jaspars (1965) formiiliine gore hesaplandi. 10° M ve 10°M
IAA, IBA, NAA, BAP ve GA; uygulanan yapraklarda g yaprak basina mg total klorofil ve
karotenoid miktarlar1 Tablo 3.1 ve Tablo 3.2; Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de

gosterilmistir.
- 3
3 W 10-5M IAA
2 2 25
= = B 10-6 M IAA
E S 2 n
= = 0 10-5 M IBA
S 15 0106 M IBA
=]
2w 1 B 10-5M NAA
= & 0 10-6 M NAA
- i
= 05 B KONTROL

0 ,
2 4 6
Giin

Sekil 3.1. 10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra total klorofil miktarlari

10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA uygulan yapraklarda klorofil miktar 4. ve 6.
giiniin sonunda kontrol grubuna gore 6nemli Ol¢iide azalmistir. Klorofil miktarindaki

azalma en fazla IAA uygulanan yapraklarda gézlenmistir.
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Sekil 3.2. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanhk
periyottan sonra total klorofil miktarlari

10° M ve 10° M BAP ve GA; uygulama yapraklardaki klorofil kaybin1 6nemli
Olciide azalmistir. 4. giiniin sonunda klorofil miktarindaki kayip en az 10° M GA;

uygulanan yapraklarda gdzlenmistir.

6. giiniin sonunda klorofil miktarindaki kayip BAP uygulan yapraklarda % 2-3
oraninda gerceklesirken, GAs uygulanan yapraklarda bu oran %15-51civarindadir. Oksin
grubu hormonlarin uygulandig: yapraklarda klorofil kayb1 6. giiniin sonunda % 82- % 89

oraninda gerceklesmistir.

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de gosterildigi gibi karotenoid miktari 10° M IAA ve NAA
uygulanan yapraklarda 6. giiniin sonunda kontrol grubuna goére sirayla % 28 ve % 18
oraninda azalma meydana gelirken BAP ve GAj; da sirayla % 44 ve % 3 ’lik bir artig

meydana gelmistir.
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Sekil 3.3. 10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra karotenoid miktarlari
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Sekil 3.4. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra karotenoid miktarlari
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Tablo 3.1. 10° M vel0® M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra total klorofil ve karotenoid miktarlar1 (mg / g yaprak)

Total Klorofil Miktar: Karotenoid Miktari
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin 2. Giin 4.Gin | 6.Gin
10°M IAA 2,15 0,62 0,34 0,30 0,14 0,23
10°M IAA 1,84 0,95 0,22 0,24 0,14 0,17
10° M IBA 1,99 1,07 0,34 0,30 0,30 0,21
10°°M IBA 2,20 1,10 0,43 0,32 0,25 0,21
10° M NAA 2,54 0,61 0,33 0,35 0,16 0,26
10°°M NAA 2,41 1,01 0,26 0,36 0,24 0,19
KONTROL 2,27 1,54 0,85 0,29 0,30 0,32

Tablo 3.2. 10° M vel0® M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra total klorofil ve karotenoid miktarlar1 (mg / g yaprak)

Total Klorofil Miktari Karotenoid Miktari
HORMON 2. Giin 4. Giin 6.Gin | 2.Gin 4.Gin | 6.Gin
10° M BAP 2,05 2,10 2,03 0,32 0,26 0,39
10°M BAP 2,16 2,44 2,10 0,28 0,31 0,33
10° M GA; 2,29 2,56 1,93 0,30 0,37 0,28
10°M GA; 2,36 1,82 1,14 0,31 0,27 0,22
KONTROL | 2,15 1,55 0,78 0,28 0,21 0,27

3.2. Protein Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Standart Grafik

Standart grafik Boliim 2.2.3’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Enzim ¢ozeltilerindeki
kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin

ug proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.5’de gosterildi.
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Sekil 3.5. Protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

3.3. Protein Miktari

Tropaeolum majus L yapraklarinda karanlikla tesvik edilen senesens siirecinde
protein miktarinda meydana gelen degisiklikler Sekil 3.6 ve Sekil 3.7; Tablo 3.3 ve Tablo
3.4’de gosterildi.

Karanlikla tesvik edilmis senesens siirecinde oksin grubu hormonlar protein kaybi
onemli Olciide artirmistir. Oksin grubu hormonlarin uygulandigi yapraklarda 4. giiniin
sonunda protein miktarindaki kayip en az 10° M IBA uygulanan yapraklarda iken en fazla

kayip 10° M IAA uygulanan yapraklarda gézlenmistir.
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Sekil 3.6. 10° M vel0® M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra protein miktarlari
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Sekil 3.7. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanhk
periyottan sonra protein miktarlari

BAP ve GA; karanlikla tesvik edilen yaprak senensen siirecinde protein miktarinda
meydana gelen kaybi anlamli sekilde azaltmistir. 10° M BAP uygulanan yapraklarda protein kaybi

en azdir.

4. giiniin sonunda BAP ve GAj3; uygulanan yapraklarda protein miktarlart anlamh
sekilde artirmistir. 10° M BAP ve GAs uygulan yapraklarda 4. giiniin sonunda protein
miktarinda sirayla % 72 ve % 41 oraninda artis meydana gelmistir. 10° BAP ve GA;
uygulanan yapraklarda 6. giiniin sonunda protein miktarinda sirayla % 65 ve % 2 oraninda

artis gerceklesmistir.

Tablo 3.3. 10° M vel0® M IAA, IBA ve NAA muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra protein miktarlar1 (mg / g yaprak)

Protein Miktar:

HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10° M IAA 8,7 4,3 3.4

10°M IAA 8.9 4,5 3.2

10°M IBA 10,9 5,4 3.9

10°M IBA 9,8 5.9 3,6

10°M NAA 10,4 5,4 3.9

10°°M NAA 9,3 5,8 3,6
KONTROL 8,69 7,01 6,52




32

Tablo 3.4. 10° M vel0® M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra protein miktarlar1 (mg / g yaprak)

Protein Miktar:
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10°M BAP 12,1 10,9 8,5
10°M BAP 8.9 6.9 6.8
10° M GA; 9,6 8,2 4,9
10°M GA, 8.4 5,8 42
KONTROL 8.5 5.8 4,1

3.4. Nisasta Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Standart Grafik

Standart grafik Boliim 2.2.4’de anlatildign gibi hazirlandi. Numunelerin nisasta
miktarlar1 bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg nisastaya

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.8°de gosterildi.

1

0,8
E 0.6
=
o
S 04 -
2
g 02+
[
S
é O T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
Mikrogram nisasta

Sekil 3.8. Nisasta miktarinin tayinin de kullanilan standart grafik.
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3.5. Nisasta Miktari

Karanlik periyottan sonra nigasta miktarlarinda meydana gelen degisim Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10°da; Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da gosterildi. Nisasta miktarlan 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyotlarda tim uygulamalarda 6nemli Olgiildii azaldi. Oksin uygulanan

yapraklarda 6. giiniin sonunda nisasta miktarlar1 arasinda anlamli farklilik olugsmada.
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Sekil 3.9. 10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra nisasta miktarlari
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Sekil 3.10. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra nisasta miktarlari
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10° M ve 10® M BAP ve GA; uygulanan yapraklarda nisasta miktarlar1 6nemli 6l¢iide

azaldi. 2. giiniin sonunda tiim uygulamalarda anlamli farklilik meydana gelmedi.

Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da; Sekil 3.11 ve Sekil 3.12’de karanlik periyottan sonra 12
saat 151k periyodu uygulanan yapraklarda nisasta miktarinda meydana gelen degismeleri
gostermektedir. Karanlik periyottan sonra 12 saatlik 151k uygulanan yapraklarda nisasta
miktarinda hormon cesidine, hormon konsantrasyonu ve zamana baglh olarak farkliliklar
meydana gelmistir. 6. giiniin sonunda 12 saat 151k uygulan yapraklarda nisasta miktar
kontrol grubuna gore oksin grubu hormonlarda % 34 - % 58 oraninda azalma meydana
gelirken BAP ve GAjs’de sirasiyla % 82 ve % 76 oraninda artis meydana gelmistir. IAA,
IBA ve NAA hormonlar karanlik periyot boyunca nisasta sentezleme mekanizmasinda

meydana gelen hasarlar1 onemli oranda artirmistir.
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Sekil 3.11. 10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra 12 saat 151k periyodu uygulanan yapraklardaki nisasta miktarlari
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Sekil 3.12. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen 2, 4 ve 6 giinliik karanlik periyottan
sonra 12 saat 151k periyodu uygulanan yapraklardaki nisasta miktarlar

Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’de karanlik periyottan sonraki ve karanlik periyottan sonra
12 saat 1s1k periyodu uygulanan yapraklardaki nisasta miktarinda meydana gelen

degismeler mg / g yaprak olarak hesaplandi.

Tablo 3.5. 10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyot ve bu periyotlar sonunda 12 saat 151k periyodu uygulamanin nisasta miktarlari
lizerine etkisi (mg / g yaprak)

Karanlik Periyodun Sonunda Isik Periyodun Sonunda
HORMON Nisasta Miktar Nisasta Miktari
2. Giin 4. Giin 6. Giin 2. Giin 4. Giin 6. Giin

10° M IAA 0,128 0,134 0,135 0,645 0,301 0,137
10° M IAA 0,136 0,084 0,098 0,680 0,374 0,138
10° M IBA 0,137 0,129 0,135 0,656 0,302 0,139
10° M IBA 0,101 0,046 0,069 0,688 0,410 0,191
10°M NAA | 0,088 0,133 0,090 0,615 0,328 0,214
10°M NAA | 0,125 0,115 0,115 0,657 0,376 0,201
KONTROL | 0,128 0,112 0,104 0,676 0,475 0,326
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Tablo 3.6. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyot ve bu periyotlar sonunda 12 saat 151k periyodu uygulamanin nisasta miktarlar
iizerine etkisi (mg / g yaprak)

Karanlik Periyodun Sonunda Isik Periyodun Sonunda
HORMON Nisasta Miktar Nisasta Miktari
2. Giin 4. Giin 6. Giin 2. Giin 4. Giin 6. Giin

10° M BAP 0,137 0,131 0,114 0,716 0,681 0,650
10°M BAP 0,138 0,131 0,110 0,685 0,687 0,652
10° M GA; 0,133 0,107 0,104 0,706 0,684 0,624
10°M GA, 0,128 0,127 0,104 0,681 0,618 0,424
KONTROL 0,137 0,120 0,105 0,685 0,506 0,349

3.6. Hidrojen Peroksit Miktarimin Belirlenmesinde Kullamlan Standart Grafik

Standart grafik Bolim 2.2.5’de anlatildigi gibi hazirlandi. Numunelerin hidrojen
peroksit seviyesi bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin uM

hidrojen peroksite karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.13’te gosterildi.
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Sekil 3.13. Hidrojen peroksitin konsantrasyonun tayininde kullanilan standart grafik.
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3.7. Hidrojen Peroksit icerigi

Hidrojen peroksit seviyesinde meydan gelen degisiklikler Sekil 3.14 ve Sekil
3.15°de; Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de gosterildi. Karanlikla tegvik edilmis senesens siirecinde
H,0, konsantrasyonu artmaktadir. En fazla artis IAA ve NAA uygulanan yapraklarda
gbzlenmistir. 10° M TAA ve NAA uygulan yapraklarda 6. giiniin sonunda kontrol grubuna
gore hidrojen peroksit konsantrasyonun da sirayla % 86 ve % 56 oraninda artis meydana

gelirken BAP’da % 40 ve GAs’de % 41 oraninda azalma meydana gelmistir.
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Sekil 3.14. 10° M ve 10°® M TAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra hidrojen peroksit seviyeleri
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Sekil 3.15. 10° M ve 10° M BAP ve GA, ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra hidrojen peroksit seviyeleri
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Tablo 3.7. 10° M vel0® M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra hidrojen peroksit seviyesi (UM / g yaprak)

Hidrojen Peroksit Icerigi

HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10° M IAA 215,2 338,2 943,6
10°M IAA 176,6 257,1 12433

10° M IBA 187,5 250,9 502,8
10°M IBA 250,1 205,8 6114

10° M NAA 239.5 412.4 792.9
10°M NAA 216,5 352,8 774.5
KONTROL 257,8 209,6 505,0

Tablo 3.8. 10° M vel0® M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra hidrojen peroksit seviyesi (UM / g yaprak)

Hidrojen Peroksit icerigi
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10°M BAP 190,6 2273 250.,8
10°M BAP 142,3 130,8 188,3
10°M GA; 172,2 195,1 254.9
10°M GA; 183,7 220,4 2342
KONTROL 195,1 2214 4332

3.8. Katalaz Aktivitesi

Katalaz aktivitesinde meydana gelen degisiklikler Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de;
Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da gosterildi. 2. giiniin sonunda 10° M IAA, IBA ve NAA
uygulan yapraklarda katalaz aktivitesi sirasiyla % 32, % 26 ve % 36 oraninda azalirken
10° M BAP ve 10° M GAs; uygulana yapraklarda ise sirasiyla % 29 ve % 17 oraninda

artmistir.
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Sekil 3.16. 10° M ve 10°® M TAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra katalaz aktivitesi

IAA ve IBA uygulanan yapraklarda katalaz aktivitesini 6nemli dl¢iide azalirken
10° M NAA uygulanan yapraklarda katalaz aktivitesi 4. ve 6. giiniin sonunda 6nemli

Olciide artmistir.

400

350
300 W 10-5M BAP

250 E 10-6 M BAP
200 ~ O 10-5M GA
150 O010-6 M GA
100 - B KONTROL

50

Katalaz Aktivitesi
(EU / g yaprak)

Giin

Sekil 3.17. 10° M ve 10° M BAP ve GA, ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik karanlik
periyottan sonra katalaz aktivitesi
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Tablo 3.9. 10° M vel0® M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra katalaz aktivitesi (EU / g yaprak)

Katalaz AKktivitesi
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10° M IAA 194,5 210,6 139,5
10°M IAA 215,7 207,2 143,5
10° M IBA 211,5 164.,9 140,5
10°M IBA 211,5 190,3 1438
10° M NAA 181,8 186,1 135,8
10°M NAA 236,8 228.4 186,0
KONTROL 287,6 211,1 171,2

Tablo 3.10. 10° M vel0® M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra katalaz aktivitesi (EU / g yaprak)

Katalaz Aktivitesi
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10° M BAP 3553 376.4 317,2
10°M BAP 295.4 249,5 253,8
10° M GA; 321,4 258,0 190,6
10° M GA; 329,9 3214 205,7
KONTROL 274,9 232,6 177,6

3.9. Peroksidaz Aktivitesi

Peroksidaz aktivitesinde meydana gelen degisiklikler Sekil 3.18 ve Sekil 3.19;
Tablo 3.11 ve Tablo 3.12°de gosterildi. Oksin grubu hormonlar peroksidaz aktivitesini
Oonemli Olciide artirdi. Peroksidaz aktivitesindeki artis en fazla 10° M 1AA uygulanan
yapraklarda gozlendi. 10° M TAA, IBA ve NAA uygulan yapraklarda 6. giiniin sonunda

peroksidaz aktivitesi sirasiyla % 62, % 36 ve % 53 oranminda azaldu.
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Sekil 3.18. 10° M ve 10° M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra peroksidaz aktivitesi

BAP ve GAj; peroksidaz aktivitesini 6nemli Ol¢iide azaltt1. 10° M BAP ve GA;
uygulan yapraklarda 6. giiniin sonunda peroksidaz aktivitesi sirasiyla % 40 ve % 41

oraninda azald.
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Sekil 3.19. 10° M ve 10° M BAP ve GA; ile muamele edilen 2, 4 ve 6 giinliik karanlik periyottan
sonra peroksidaz aktivitesi
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Tablo 3.11. 10° M vel0® M IAA, IBA ve NAA ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra peroksidaz aktivitesi (EU / g yaprak)

Peroksidaz AKktivitesi
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Gin
10°M IAA 5,30 7,35 18,32
10°M IAA 3,95 4,64 11,30
10° M IBA 6,50 12,40 15,37
10°M IBA 4,20 6,78 14,99
10°M NAA 7,65 12,5 17,37
10°M NAA 5,40 8,55 14,11
KONTROL 4,83 6,71 11,29

Tablo 3.12. 10° M vel0® M BAP ve GA; ile muamele edilen yapraklarda 2, 4 ve 6 giinliik
karanlik periyottan sonra peroksidaz aktivitesi (EU / g yaprak)

Peroksidaz AKktivitesi
HORMON 2. Giin 4. Giin 6. Giin
10°M BAP 2,85 5,30 5,65
10°M BAP 3,53 4,24 4,54
10°M GA; 3,42 3,44 5,55
10°M GA, 2,61 4,23 4,62
KONTROL 4,80 6,65 9,45
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4. TARTISMA

Senesens, bitkilerde meydana gelen ve tiim bitki, organ, doku ya da hiicre 6liimii ile
sonuclanan ©nemli bir gelisme siirecidir (Goren, 2004). Bu siireci bazi faktorler
geciktirirken baz1 faktorlerde tesvik etmektedir. Ornegin karanlik periyot bitkilerde yaprak
senesensini tesvik eden ©nemli bir dig faktordiir. Bitki hormonlari da senesensin
diizenlenmesinde rol oynayan diger bir faktordiir. Tropaeolum majus L yapraklarinda
karanlikla tesvik edilmis senesens siirecinde bitki biiyiime diizenleyicileri senesens

parametrelerini ve fotosentez etkinligini 6nemli dl¢iide etkilemistir.

Klorofil yikim1 yaygin olarak yaprak senesensi semptomu olarak kullanilmaktadir.
Senesens siirecinde klorofil miktar1 onemli bir 6l¢iide azalmistir. Yaprak senesensinin
gozle goriilebilen en karakteristik oOzelligi yesil yaprak renginin sar1 yada kirmiziya
dénmesidir. Bunun nedeni klorofillerin karotenoidlerden daha hizli yikilmasidir (Goren,
2004). Senesens siirecinde bitki hormonlarin bir kismi klorofil yikimini hizlandirirken bir
kism1 da geciktirmektedir. Oksin grubu hormonlarin yaprak senesensi siirecinde klorofil
yikimimi hizlandirdigim1 ve geciktirdigini belirten yayinlar bulunmaktadir. IAA lale
stirgiinlerinde yaprak senesensi siirecinde klorofil kaybimi geciktirirken (Kawa-Miszczak et
al. 1959), Lactuca sativa yapraklarinda hizlandirmaktadir (Aharoni, 1989). Oksinlerin
klorofil yikimimi hizlandirdigim1 belirten yaymlarin paralelinde Tropaeolum majus L
yapraklarinda karanlikla tesvik edilmis senesens siirecinde IAA, IBA ve NAA klorofil
yikimini artirmistir. 10° M TIAA, IBA ve NAA uygulanan yapraklarda klorofil miktar1 6
giinliik karanlik periyot boyunca % 80 - % 89 oraninda azalirken kontrol grubu

yapraklarda bu oran % 62 olarak gerceklesmistir.

BAP muamelesi Brassica oleracea yaprakarinda senesens siirecinde klorofil
kaybim1 geciktirmis ve klorofili parcalayan enzimlere bagli klorofil beyazlanmasinin
seviyesini azaltmistir (Costa et al. 2005). Sitokinin iiretimi artirllmis transgenik tiitiin
bitkisinde senesens gecikmistir (Gan and Amasino, 1995). 10° M BAP uygulanan

yapraklarda 6. giiniin sonunda toplam klorofil kayb1 sadece % 2 iken kontrol grubunda bu
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oran % 62’tir. Bu sonuglar sitokininlerin senesensi geciktirmesiyle ilgili yukarida

belirtilen makalelerle ortiismektedir.

Gibberellinler senesens siirecinde klorofil miktarinda meydana gelen kaybi
azaltmistir (Rosenvasser et al. 2006). 10° M GA; uygulan Tropaeolum majus L
yapraklarinda 4 giinliik karanlik periyottan sonra klorofil miktar1 kontrol grubuna gore %

17 oraninda artig gozlendi.

Karanlikla tesvik edilmis senesens siirecinde karotenoid miktarinda meydana gelen
kayip 10° M GA; uygulanan yapraklarda en azdir. En fazla kayip IAA uygulanan

yapraklarda gozlenmistir.

Senesens siirecinde rubisco ve glutamin sentaz gibi stroma proteinleri yikilmaya
baslamaktadir. Temel protein kaybi ya da inaktivasyonu senesensin ayirt edici bir
ozelligidir (Saglam-Cag, 1997; Goren, 2004). Gibberellinler senesens siirecide protein
kaybimi geciktirmektedir (Ranwala and Miller, 2000). Yapilan caligmalarda, sitokinin
uygulanmasi klorofil ve fotosentetik proteinlerin yikilmasin engelledigi ve senesensi
geciktirdigi belirtilmistir (Goren, 2004). 10° M IAA, IBA ve NAA uygulanan yapraklarda
6 giinliik karanlik periyotta sonra protein miktar1 % 60 oraninda azalirken BAP ve GAs’de

bu oran % 30 civarinda gerceklesti.

Nisasta miktar1 bitki hormonlarinin senesens siirecinde yapraklarin fotosentez
yeteneklerini  koruyup koruyamadiklarmmi belirlemede 6nemli bir parametredir.
Pelargoniom vyapraklarinda karanlikla tegvik edilen senesens siiresince nigasta ve
¢cOziinebilir karbonhidratlar azalmistir (Rosenvasser et al. 2006). Brassica oleracea’da
hasattan sonra 24 saat icinde nisasta ve coziilebilir seker icerigi hizlica diistiigi
gozlenmistir (Finger et al. 1999). Senesens siirecini protein ve klorofil yikimini geciktirdigi
bilinen BAP ve GAj; karbohidrat seviyesindeki hizli diisiisii engelleyememektedir.
Brassica oleracea da karanlikla tesvik edilen senesens siirecinde BAP hasattan sonra
meydana gelen sukroz konsantrasyonundaki hizli diisiisii geciktirememektedir (Downs et
al. 1997). Lilium bitkisinde diisiikk sicaklikla tesvik edilen yaprak senesens siirecinde

gibberellinler (GA447) klorofil ve protein kaybimi engellemesine karsin c¢oziiliir total
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karbohidrat konsantrasyonundaki azalmayi engelleyememektedir (Ranwala and Miller,
2000). 2 giinliik karanlik periyottan sonra tiim uygulamalarda ve kontrol grubu yapraklarda
nisasta miktarlar1 % 80 oraninda azalmistir. Karanlik periyotta nigasta miktarlar1 kontrol ve
muamele grubu yapraklar arasinda anlamli bir farklilik olusmadan azaldi. 10° M IAA, IBA
ve NAA uygulan yapraklarda 6 giinliik karanlik periyottan sonra 12 saat 151k periyodu
uygulandiginda nisasta miktarindaki kayip bunu iireten sistemlerdeki kaybin gostergesidir.
Bu kaybin orani oksin grubu hormonlarda % 65-79 arasinda iken BAP’da % 9 oraninda ve
GAs’de ise % 37 oraninda gerceklesmistir. Bu sonuglar IAA, IBA ve NAA hormonlarinin
karanlik periyot boyunca nisasta sentezleme mekanizmasinda meydana gelen hasarlar

Onemli oranda artirdigini gostermistir.

Hidrojen peroksit bitkilerde pek c¢ok sayida metabolik yollar vasitasiyla
iiretilmektedir. H,O, niikleik asit, lipit ve protein gibi hiicresel molekiillerde oksidatif
zarara neden olmaktadir (Kanazawa at al., 2000). Yapraklarda H,O, miktarinin 10 uM’lar
artmasi fotosentezin % 50 azalmasina neden olur (Oztiirk, 2002). Senesens halindeki
bezelye yapraklarinda H,O, seviyesi artmaktadir (Kanazawa et al. 2000). Gibberellik asit
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini sinirlamaktadir (Rosenvasser et al. 2006).
Calismalarimizda karanhk periyotla tesvik edilmis senesens siirecinde H,O, seviyesi tim
uygulamalarda ve kontrol gurubu yapraklarda artmistir. H,O, konsantrasyonunda artis en
fazla IAA ve NAA uygulanan yapraklarda gozlenmistir. 10° M TAA, IBA ve NAA
uygulana yapraklarda 6 giinliik karanlik periyot siiresince H,O; seviyesi sirayla % 338, %
168, % 231 oraninda artmistir. BAP ve GAj3uygulanan yapraklarda bu artis sirayla % 32 ve
% 47 oraninda gercgeklesti.

Katalaz, metabolizmanin cesitli basamaklarinda olusan olusan H,O,’nin su ve
oksijene doniistimiinii katalizler. Boylece HyO, nin zararl etkisi ve ¢ok reaktif hidroksil
radikaline (OH’) doniisiimii engellenmis olur. Ayrica hidroksil radikali cok reaktif
oldugundan hiicredeki biitiin makromolekiillere rasgele saldirarak fonksiyonlarinin
azalmasma hatta kaybolmasina ve sonucta hiicrenin oliimiine neden olabilir (Oztiirk,
2002). Senesens siirecinde katalaz aktivitesin azaldigi yapilan degisik caligmalarda

gozlenmistir. Oryza sativa yapraklarinda katalaz aktivitesi senesens siirecinde azalmaktadir
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(Kar and Mishra, 1976). Katalaz aktivitesinde meydana gelen azalmay1 gibberellik asit
(Ranwala and Miller, 2000) ve kinetin (Dhindsa et al. 1982) inhibe etmektedir.
Tropaeolum majus L yapraklarinda senesens siirecinde katalaz aktivitesi onemli Olciide
azalmistir. TAA, IBA ve NAA yapraklarda katalaz aktivitesini azaltirken BAP ve GAj3
artirmigtir. Katalaz aktivitesi 4 giinliikk karanlik periyottan sonra 10° M BAP uygulama
yapraklarda kontrol grubuna gére % 62 oraninda artis meydana gelirken 10° M IBA

uygulanan yapraklarda % 28 oraninda azaldi.

Peroksidaz cesitli aromatik komponentleri substrat olarak kullanarak metabolizma
esnasinda ortaya cikan H,O,’yi etkisiz hale getirmektedir (Oztiirk, 2002). Senesens
siirecinde peroksidaz aktivitesinde degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir. Bazi
arastiricilar peroksidaz aktivitesindeki bu degisiklikleri senesens kriteri olarak kabul
ederken bir kismi da kabul etmemektedir (Goren, 2004). IAA uygulama Helianthus annus
L fidelerinde sirasal yaprak senesi siirecinde peroksidaz aktivitesini artirmistir (Goren,
2004). Oryza sativa yapraklarinda senesens siirecinde peroksidaz enzimin aktivitesi
artmaktadir (Kar and Mishra, 1976). Peroksidaz aktivitesi Tropaeolum majus L
yapraklarinda karanlikla tesvik edilmis senesens siirecinde onemli Ol¢iide artmistir. [AA,
IBA ve NAA peroksidaz aktivitesini artiritken BAP ve GAj; azaltmistir. Peroksidaz
aktivitesi 6 giinliikk karanlik periyottan sonra 10° M IAA uygulama yapraklarda kontrol
grubuna gore % 80 oraninda artis meydana gelirken 10° M BAP uygulanan yapraklarda %

44 oraninda azald.

IAA, IBA ve NAA Tropaeolum majus L yapraklarinda karanlikla tesvik edilmis
senesens siirecinde meydana gelen klorofil ve protein miktarlarindaki kayb1 artirirken BAP
ve GAj geciktirdi. Oksin grubu hormonlar hidrojen peroksit seviyesindeki artis1 onemli bir
Olciide tesvik ederken BAP ve GAjz bu artist geciktirmistir. Oksin grubu hormonlar
karanlikla tesvik edilmis senesens siirecinde peroksidaz aktivitesini artirirken katalaz
aktivitesini azaltmistir. BAP ve GA3z hormonlart oksin grubu hormonlarin aksine katalaz
enziminin aktivitesini artirirken peroksidaz enziminin aktivitesini azaltmistir. Yukarida
bahsedilen sonuglarin 1s18inda IAA, IBA ve NAA’nin senesens siirecini hizlandirdigini,

BAP ve GAj’iin ise geciktirdigini belirten yayinlarla ortiismektedir.
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