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OZET

Helianthus annuus L. FIDELERINDE BRASSINOSTEROIDLER iLE
SENESENS VE GRAVITROPIiZMA ARASINDAKI ILISKININ iINCELENMESI

Bu calismada epigeik ¢imlenme gosteren, vertikal ve horizontal konumdaki Helianthus
annuus L. fidelerinin kotiledonlarinda meydana gelen senesens {izerine epibrassinolid
(eBL) in etkisi incelenmistir.

14 giinlik fidelere 10° M ile 10" M eBL ve oksin tasinma inhibitorii olan 2,3,5-
trityodobenzoik asit (TIBA) cozeltileri piiskiirtiildiikten sonra, 15. glinde kontrol (hig
piiskiirtme yapilmamis) ve deney (piiskiirtme yapilmis) grubu bitkilerinin bir kism1 yan
yatirilip horizontal (yatay) konuma getirilerek bu bitkilerin kotiledonlarinin senesens
siireci takip edilmistir. eBL in (Szellikle 10® M nin) vertikal ve horizontal konumdaki
bitkilerde senesensi tesvik ettigi, TIBA ile birlikte uygulanmasi halinde ise 6zellikle
horizontal konumdaki bitkilerin alt kotiledonlarinda senesensin geciktigi gézlenmistir.
Gorsel olarak izlenebilen bu sonuglar total klorofil ve protein igerikleri ile peroksidaz
aktivitesi  Olciilerek  desteklenmistir.  Oksin ile sinerjistik ¢alistigt  bilinen
brassinosteroidlerin, TIBA (oksin tasinma inhibitorii) ile beraber uygulanmasi
durumunda senesens iizerine tek basina etki etmeyip ancak oksin varliginda senesensi
hizlandirdig1, yatay durumda birakilan fidelerin govdelerinde yercekimi etkisiyle
asimetrik dagilim gosteren ve alt kotiledonda daha fazla biriken oksinin eBL ile birlikte
senesensi hizlandirdig: tartigilmistir.

Bu arastirmada, vertikal (dik) ve horizontal (yatay) durumda birakilan fidelerde, eBL ve

oksinin birlikte senesens sinyali gibi davranabilecegi, alt kotiledonun {ist kotiledondan
once dlmesinin asimetrik oksin dagilimindan kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN SENESCENCE AND
GRAVITROPISM WITH BRASSINOSTEROIDS IN Helianthus annuus L.
SEEDLINGS

This study examined the effect of epibrassinolid (eBL) on senescence occuring in
cotyledons of Helianthus annuus L. seedlings of epigeic germination, which were kept
in vertical and horizontal positions.

10° M and 10" M eBL and 2,3,5-triiodobensoic acid (TIBA), an inhibitor of auxin
transport, were sprayed to the 14 days old seedlings. From the 15th day on, some of the
seedlings from the intact (not treated) and the experimental (treated) groups were kept
in a horizontal position, and senescence process of the cotyledons of these seedlings
were observed. eBL (especially 10° M of it) was found to have induced senescence
both in horizontally and vertically positioned plants. When it was applied with TIBA, a
marked delay of senescence was noted in the lower cotyledons of the horizontally
positioned plants. These observations were confirmed by measuring total chlorophyll
and protein amounts and peroxidase activity. In case brassinosteroids known to act with
auxin synergically are applied with TIBA, they do not affect senescence , implying that
they accelerate senescence in the presence of auxin. Since auxin is distributed
asymetrically with gravity, eBL and auxin accumulated in the lower cotyledons may
lead to accelerated senescence.

One may think in this study that eBL and auxin may act as a senescence signal in the
vertically and horizontally positioned seedlings, and earlier death of the lower
cotyledons than the upper ones may be resulted from asymetrical auxin distribution.



1. GIRIS

Senesens, bitkilerin dogal gelisim siirecinde meydana gelen, dramatik yikimlara neden
olan ve bitkinin &liimiiyle sonuglanan fizyolojik bir olaydir. I¢ ve dis faktdrlerin neden
oldugu senesensin mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir, ancak son yillarda yapilan
yogun arastirmalar sonucunda oOnemli ipuclar1 elde edilmeye baglanmistir. Bitki
hormonlarinin senesens iizerine etkileri sik¢a ¢alisilmaktadir. Brassinosteroidler, bircok
arastirict tarafindan steroid yapida yeni bir bitki hormonu olarak kabul edildigi i¢in

tizerinde calisilmas1 gereken maddelerdir.

Tezin konusu; vertikal (dik) ve horizontal (yatay) konumda birakilan bitkilerde sirasal
yaprak senesensi Tlizerine brassinosteroidlerin etkisinin incelenmesidir. Farkl
konsantrasyonlar kullanilarak (10° M ve 10" M) eksojen olarak ayri ayr1 ve TIBA
(2,3,5-trityodobenzoik asit) ile birlikte uygulanan epibrassinolid (eBL) ¢dzeltisinin
senesensi hizlandirict ya da geciktirici etkileri irdelenmistir. Bu arastirma, birgok
aragtirict tarafindan oksin ile sinerjistik calistigi bildirilen brassinosteroidlerin (eBL
nin), hem vertikal, hem de horizontal Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarinda
senesensi tesvik ettigini, bu etkisini ancak oksin varliginda gerceklestirdigini ortaya
koymustur. Senesensin geciktirilerek meyva veriminin artirilmasi, ziraatte kullanimda

ekonomik olarak yarar saglamasi bakimindan oldukg¢a dnemlidir.

Bu aragtirmada, Helianthus annuus L. (ay¢icegi) fidelerinin tiim kisimlarina eBL ya tek
basimna ya da TIBA ile beraber piiskiirtiilmiis ve fidelerin bir kismi yan yatirilmis,
gravitropizma ile iligkisi incelenmistir. Vertikal ve horizontal konumda birakilan,
puskiirtme yapilan bitkiler deney grubu, hi¢ piiskiirtme yapilmayan bitkiler ise kontrol
grubu olarak degerlendirilmistir. Deney bitkilerin kotiledonlarinda meydana gelen
senesensin hizi kontrol bitkileri ile kiyaslanarak takip edilmis, senesens parametreleri
olarak kotiledonlardaki total klorofil ve protein miktarlar ile peroksidaz aktiviteleri

tespit edilmistir.



Bu calismanin amaci, brassinosteroidlerin senesens lizerine etkisini incelemek,

mekanizmasi hakkinda aydinlatici bilgiler elde etmektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SENESENSIN TANIMI

Senesens, bitkilerde goriilen, i¢sel olarak diizenlenen ve bitkinin yasam dongiisii
boyunca hiicrelerin, organlarin ya da tiim bitkinin 6liimiine sebep olan diizenli bir yikim

stirecidir (Noodén ve Penney, 2001).

Birbirini takip eden bir dizi fizyolojik, biyokimyasal ve yapisal degisiklikleri iceren
senesens siireci, makromolekiillerin (RNA, protein ve lipidler) ve klorofillerin yikimina,
karbon asimilasyonu ile ilgili islevlerin azalmasina sebep olmaktadir (Buchanan-
Wollaston, 1997; Gan ve Amasino, 1997; Noodén ve dig., 1997; Ansari ve dig., 2005).
Senesens sirasinda yaprak hiicrelerinin yapisinda, metabolizmasinda (Noodén ve
Leopold, 1978; Thomas ve Stoddart, 1980) ve gen anlatiminda (Lohman ve dig., 1994)
meydana gelen bir takim degisiklikler sonucunda fotosentetik kapasitede belirgin bir
azalma goriilmektedir (Thomas ve Stoddart, 1980). Bu degisikliklerin en dikkat cekicisi,
kloroplastlardaki fotosentetik aparatlarin dagilmasidir. Bu nedenle fotosentetik aktivite

azalmaktadir (Woolhouse, 1984; Grover ve Mohanty, 1992).

Senesens geciren yapraklarda hiicre bilesenlerinin yikim iriinlerinin, daha geng
organlara ya da reprodiiktif yapilara besin olarak taginmasi (Himelblau ve Amasino,
2001) yaprak senesensinin sadece 6liime yol acan pasif bir siiregten ibaret olmadigini,
bitki yagamui i¢in gerekli olan aktif bir siire¢ oldugunu gostermektedir (Yoshida, 2003).
Senesens yasa bagli olarak ilerlemesine ragmen bir yaglanma siireci degildir. igsel ve
dissal sinyaller tarafindan kontrol edilen bir olaydir ve bu sinyallerin degismesi ile
geciktirilebilmekte ya da hizlandirilabilmektedir (Noodén, 1997). Buna karsin dis
etkenler tarafindan geciktirilmesi miimkiin olmayan yaslanma siireci (Guarente ve dig.,
1998), yas ile birlikte gelisen doku bozukluklarinin pasif bir sekilde birikimidir.
Yaslanma, depolama siiresince tohumlarin canliliginin dereceli olarak kayb1 seklinde de

tanimlanabilmektedir (Noodén ve Leopold, 1978; Priestley, 1986; Roberts, 1988). Bu



nedenle giliniimiizde senesens ve yaslanma, farkli fizyolojik bagliklar altinda

incelenmektedir.

Srivastava (2002) senesensi, biiyiime ve reprodiiksiyon gibi bitki gelisiminin normal bir
evresi olarak tanimlamakta; genetik program tarafindan belirlendigini ve bitkinin tim
kisimlarinda goriildiigiinti ifade etmektedir. Bitkiler sicaklik, kuraklik, azot eksikligi,
yetersiz 151k, hastalik ve patojen saldirilar1 igeren elverissiz ¢evre kosullarina yaprak
senesensi ve absisyonu, erken tohum gelisimi ve hayat siirecinin azalmasi gibi
degisikliklerle cevap vermektedir (He ve Gan, 2002; Srivastava, 2002). Bu
degisikliklerin dogal olarak programlanmis senesensten farki, biiylime kosullar1 uygun
hale getirildiginde tersine donebilecek olmasidir. Buna karsin gelisimsel programin bir
kism1 olan dogal senesens, en uygun ¢evre kosullarinda bile olugmaktadir. Smart (1994)
ile Gan ve Amasino (1997) da, senesens siirecini ¢esitli i¢sel ve ¢evresel faktorlerin
diizenledigi kontrol mekanizmasi ile 6zel bir genetik programin uygulanmasina

baglamaktadir.

Monokarpik bitkilerde genellikle tek bir reprodiiktif faz oliimle sonuglandigi igin
reprodiiktif gelisimi geciktiren faktorler senesensi erteleyebilmektedir (Noodén ve
Leopold, 1988). Monokarpik bitkiler arasinda senesensin kontrol edilmesi, genellikle
reprodiiktif yapilar tarafindan gergeklesmesine ragmen bu durum monokarpik bitkilerin
tiimiinde meydana gelmeyebilir. Ornegin, yapragin yasam siiresi gelisen reprodiiktif
yapilar tarafindan kontrol edilmedigi i¢in Arabidopsis bu yonii ile diger monokarpik
bitkilerden farklidir (Noodén ve Penney, 2001). Oysa bugday gibi monokarpik tiirlerde
hiicrede en bol bulunan protein olan ribuloz 1,5 bifosfat karboksilaz/oksigenaz (rubisko)
icerigindeki ve total ¢oziilebilir proteinlerdeki kayip, tohum gelisiminin baslangi¢
doneminde c¢ok hizlidir (Srivalli ve Khanna-Chopra, 1998; Khanna-Chopra ve dig.,
1999).

Genetik olarak diizenlenen senesens, programlanmig bir sekilde klorofil ve proteinlerin
azalmasi ile fotosentetik aktivitenin durmasimi kapsadigi (Buchanan-Wollaston ve
Ainsworth, 1997) icin programlanmis hiicre &liimii (PHO) olgusu olarak kabul
edilmektedir (Gan ve Amasino, 1995; Pennel ve Lamb, 1997; Quirino ve dig., 2000;
Srivalli ve Khanna-Chopra, 2001; Thomas ve dig., 2003; Zentgraf ve dig., 2004).



Senesens siireci, genellikle belirli bir yer ile siirli olan ve hizli hiicre 6liimii gosteren
PHO niin diger tiplerinden daha yavas meydana gelmektedir. Bu siire¢ iginde
gerceklesen hiicre 6liimii; yapraklar, petaller ve meyvalar gibi bitki organlarinda ve tiim
bitkide gozlenmektedir (Lim ve dig., 2003). Ksilogenez, embriyogenez, absisyon
zonunun olusumu ve patojen infeksiyonlara kars1 asir1 duyarlilik PHO ile kontrol edilen

diger olaylardir (Greenberg, 1996; Jones ve Dangl, 1996).

Son yillarda senesens siiresince anlatimlart diizenlenen ¢ok sayida gen bulunmustur
(Buchanan-Wollaston, 1997; Nam, 1997). “Senesens ile iligkili genler (SAGs)” olarak
adlandirilan bu genler, gesitli bitki tiirlerinden izole edilmistir (Buchanan-Wollaston,

1997; Biswal ve Biswal, 1999; Ansari ve dig., 2005).

Bir grup arastirict yaprak senesensinin baslangic, yikim ve terminal olmak {izere ii¢
asamadan meydana geldigini ifade etmektedir (Yoshida, 2003). Baslangic
mekanizmalar1 farkli kosullarda degisebilmektedir. Senesens programi tetiklenir
tetiklenmez, hiicresel bilesenlerin yikimi baslamaktadir. Proteolitik siirecin yaprak
senesensi boyunca aktive edildigi bilinmektedir (Belknap ve Garbarino, 1996; Noodén
ve dig., 1997). Hizli katabolik reaksiyonlar yikim asamasinda meydana gelmektedir.
Terminal asama ise, hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Bu asamada meydana gelen
degisiklikler gbz Oniine alindiginda, senesensin hayvanlarda goriilen apoptosise benzer
hiicre 6liimii siirecini kapsadig ifade edilmektedir (Delorme ve dig., 2000; Simeonova

ve dig., 2000).

Diger bir grup arastirict ise, senesensin iki asamadan meydana geldigi sonucuna
varmistir (Buchanan-Wollaston ve dig., 2003). Bu arastiricilara gore, geri doniistimii
olabilen ilk asamada tiim hiicreler varlhigini siirdiirebilmektedir. Ikinci asama ise, hiicre
olimii ile sonuclanmaktadir. Arabidopsis ve diger birgok monokarpik bitki ikinci
asamada iken, yapraklar1 goriiniiste kahverengi ve kurumustur. Diger tiirler ise,
(6rnegin, yapragmi doken agacglar) bu asamaya ulasmadan Once yapraklarini
dokebilmektedir. Bu durum “PHO senesens siirecinin bir pargast midir?” sorusunu akla

getirebilmektedir.



Senesens siireci, ¢ok sayida genin anlatimina sebep olan ani metabolik ve fizyolojik
degisiklikler ile birlikte ilerlemektedir (Gan ve Amasino, 1997; Yoshida, 2003). Yaprak
senesensinin tesvik edilmesini ve ilerlemesini diizenleyen mekanizma ¢ok karmasik

oldugu icin tam olarak aydinlatilamamistir (Yoshida, 2003).

2.2. SENESENS CESITLERI

Senesens, Leopold (1961) tarafindan yapilan en klasik gruplandirmaya gore dorde
ayrilmistir: 1- Genellikle sonbaharda yapraklarimi doken agaglarda meydana gelen
“mevsimsel yaprak senesensi”, 2- Cogunlukla otsu bitkilerde goriilen ve sadece
govdenin Sliimiine sebep olan “gdvde (top) senesensi”, 3- Omrii boyunca bir kez ¢igek
acan ve meyva veren (monokarpik) bitkilerde goriilen, tohum hari¢ tim bitkinin
6limiine sebep olan “monokarpik senesens”, 4- En yaslisindan baglayarak yapraklarin

sira ile 6lmesine sebep olan “sirasal (sequential, progressive) yaprak senesensi” dir.

2.3. SENESENSIN DUZENLENMESINDE ETKIiLi OLAN IC VE DIS
FAKTORLER

Senesens siireci, ¢esitli i¢ ve dis faktorler tarafindan kontrol edilen metabolik olaylar
zinciridir (Nam, 1997). Senesensi etkileyen i¢ faktorler; yas, reprodiiktif gelisim ve
fitohormon diizeyindeki degisiklikleri igermektedir (Gan ve Amasino, 1997; Ansari ve
dig., 2005). Bunun yanisira, gelisimsel bir siire¢ olan senesens c¢evresel kosullar
tarafindan tesvik edilerek daha erken meydana gelebilmektedir. Bitkilerde erken
senesense sebep olan ¢evresel kosullar arasinda ozon ya da ultraviyole tarafindan tesvik
edilen oksidatif stres, patojen infeksiyonu, 1s1 artisi, yaralanma, 151k siddetindeki
degisiklikler ve besin ya da su stresi yer almaktadir (Noodén ve dig.,1997; Gan ve
Amasino, 1997; Bleecker ve Patterson, 1997; Buchanan-Wollaston ve dig., 2003). Bu
kosullar arasindaki su ve besin (6zellikle azot) yetersizligi, pek ¢ok ekosistemde bitki

yasamini olumsuz yonde etkileyen baslica dis faktorlerdir (Gan ve Amasino, 1997).

Yaprak senesensi genetik olarak diizenlenen bir siire¢ olmasina ragmen aycicegi ile
yapilan bir ¢alismada, ¢evresel ve i¢sel faktorlerin yaprak senesensinin baslangicini ve

hizin1 etkiledigi belirtilmektedir (Cevahir, 1992; Sadras ve dig., 2000).



2.4. SENESENS SURECINDE MEYDANA GELEN YAPISAL VE
BiYOKIMYASAL DEGIiSIKLIKLER

2.4.1. Yapisal Degisiklikler

Bitkilerde bir gelisim asamasi olan senesens, ani renk degisiklikleri ile net bir sekilde
izlenmektedir. Agaclardaki ve diger ¢ok yillik bitkilerdeki yesil yapraklar sari, turuncu
rengine dondiikten sonra kahverengine biiriinerek yapragin oliimii ya da absisyonu

gerceklesmektedir (Buchanan-Wollaston ve dig., 2003).

Senesens siirecinde hiicre yapisinda goriilen en erken ve Onemli degisim, yaprak
proteinlerinin %70 inden fazlasini igeren kloroplastin yikimidir (Gan ve Amasino, 1997;
Srivastava, 2002). Gen transkripsiyonu i¢in gerekli olan nukleus ve enerji temini igin
ihtiya¢ duyulan mitokondri ise, hiicrede meydana gelen otolitik degisikliklerden
etkilenmeden senesens siirecinin en son agamasina kadar kalmaktadir (Smart, 1994;
Noodén ve Guiamet, 1996; Gan ve Amasino, 1997). Peroksizomlar gibi diger
organeller, biyokimyasal degisimler i¢in gereklidir (Vicentini ve dig., 1993). Pisum
sativum L. de yapilan bir ¢alismada, karanlik tarafindan tesvik edilen senesens
sirasinda mitokondrilerin ve yaprak peroksizomlarinin sayisinin arttig1 rapor edilmistir
(Pastori ve Del Rio, 1994; Del Rio, 2003). Senesensin erken evresinde endoplazmik

retikulum sayisinin da azaldig1 gézlenmistir (Van Doorn, 2004).

Senesens sirasinda hiicre membranlarinin yapisal ve islevsel biitiinligiinde (Thompson
ve dig., 1998), bunun yamisira hiicrelerin sitoplazmik hacminde ve sitoplazmik
ribozomlarmin sayisinda azalma goriilmektedir (Bleecker ve Patterson, 1997). Yaprak
senesensinin son asamasinda yapraklar hemen hemen tiimiiyle sartya dondiigiinde,
DNA nin ipliksi yapisinin bozulmast ve kromatin yogunlasmasi gozlenmektedir

(Delorme ve dig., 2000; Simeonova ve dig., 2000).

Ayrica birgok tiirde izlenen yaprak senesensinde, vaskular sistem etrafindaki dokularin
besinlerin taginmasinda gerekli olmalar1 nedeni ile senesense en son ugrayan kisimlar

olduklar1 gézlenmistir (Gan ve Amasino, 1997).



2.4.2. Biyokimyasal Degisiklikler

Bitkilerdeki en 6nemli fotosentetik organ yapraktir (Quirino ve dig., 2000; Yoshida,
2003). Yaprak hiicreleri verimli bir fotosentetik periyottan sonra senesens sathasina
girmektedir (Quirino ve dig., 2000). Metabolik degisiklikler, fotosentetik aktivite

kaybini ve biiyiime siiresince birikmis olan makromolekiillerin hidrolizini igermektedir.

Senesense ugrayan yapraklarda klorofil yikiminin sebep oldugu yaprak sararmasi,
senesensin gozlenebilen ilk semptomudur (Buchanan-Wollaston ve dig., 2003). Klorofil
yikimina bagli olarak fotosentez hizi azalmaktadir (Biswal ve Biswal, 1999; Srivastava,
2002; He ve dig., 2005). Hortensteiner ve Feller (2002), senesens siiresince klorofil ve
protein yikiminin agamalarini saptamistir. Klorofilin yikim yolu, Matile ve dig. (1999)
tarafindan agiklanarak bu yoldaki c¢ok sayida gen klonlanmistir. Ancak senesens
stiresince bu genlerin hicbirinde artan bir anlatim gézlenmemistir (Takamiya ve dig.,
2000). Bunun yaninda yapilan genetik ¢alismalar, fotosentez ile iliskili genlerin genel
ozelliklerini tasiyan ve senesens boyunca anlatimi azalan genleri de tanimlamaktadir

(Hensel ve dig., 1993).

Senesens sirasinda klorofil ve total ¢oziiniir proteinler yikilmakta ve proteolitik aktivite
artmaktadir (Borrell ve dig., 2000; Reyes-Arribas ve dig., 2001). Arabidopsis ile yapilan
calismalar, senesens geciren dokularda rRNA ve proteinlerin azaldigin1 géstermektedir
(Hensel ve dig., 1993; Lohman ve dig., 1994). Protein ve RNA yikimi, fotosentetik
aktivitenin kayb1 ile paralellik gostermektedir (Buchanan-Wollaston, 2003). Ribuloz
bifosfat karboksilaz ve klorofil a/b baglayic1 proteinleri gibi kloroplastlarla iliskili
proteinlerin artan kaybi, kloroplastlarin membran yapisindaki bozulma ile baglantilidir
(Bate ve dig., 1990). Yaprak senesensi boyunca fotosentetik aktivitedeki azalmaya
sebep olan anahtar olay, rubisko kaybi ile iligkilidir (Crafts-Brandner ve dig., 1990;
Grover, 1993). Ayrica yaprak senesensi esnasinda glioksalat devri aktivitesindeki
(DeBellis ve dig., 1990; Graham ve dig., 1992), amino asit metabolizmasindaki
(Kamachi ve dig., 1992) ve RNaz aktivitesindeki (Taylor ve dig., 1993) artislar rapor

edilmistir.

Lipid yikimi1 senesens siiresince tesvik edilmektedir (Thompson ve dig., 1998).

Fosfolipaz D, fosfatidik asit fosfataz, litik agil hidrolaz ve lipoksigenaz gibi lipolitik



enzimlerin aktivitesinde artiglar saptanmis ve bu enzimleri kodlayan belli genlerin
senesensi tesvik edici anlatim gosterdigi ifade edilmistir (Thompson ve dig., 1998; He
ve Gan, 2002). Lipidlerin yikim iiriinleri, floemde taginan sukrozun senesens geciren
yapraklardan geng¢ yapraklara lokalize olmasi i¢in metabolize olmaktadir (Thompson ve

dig., 1998, Kaup ve dig., 2002).

Senesens sirasinda artan enzimlerin bir¢ogu yikim iirlinlerini metabolize etmekte ve
taginabilir formlara doniistiirmektedir. Senesens siiresince niikleik asitlerin yikiminda
rol oynayan birka¢ fakli niikleazi kodlayan genlerin, senesensi arttirict anlatim
yaptiklar1 rapor edilmistir. Total RNA diizeyi senesensin ilerlemesiyle birlikte hizla
diiserken, niiklear DNA bu siirecin devami icin senesensin sonuna kadar gen anlatimina
izin vermektedir (Buchanan-Wollaston, 2003). Senesens, siiper oksit radikalleri,
hidroksil radikalleri, tek oksijen ve hidrojen peroksit gibi aktive olmus oksijen
tiirlerindeki genel artis ile karakterize edilmektedir. Aktive olmus oksijen tiirleri, lipid
peroksidasyonuna ve membran yikimina katilmaktadir (Thompson ve dig., 1987;
Pastori ve Del Rio, 1997). Arabidopsis, domates, musir, tiitiin, patates, fasulye gibi
cesitli bitki tiirleri ile yapilan ¢alismalarda, yaprak senesensi sirasinda miktarlari artan
genler izole edilmis ve bu genlerin proteinaz, niikleaz, lipaz, klorofillaz gibi yikici
enzimler ile glutamat sentetaz gibi azot tasiyan enzimleri sentez ettigi bulunmustur (He
ve Gan, 2002). Ayrica senesensi arttiran bazi proteazlarin vakuolde biriktikleri ve
senesensin ge¢ evrelerinde aktif bir enzim liretmek i¢in yavas yavas islev kazandiklari
bilinmektedir (Yamada ve dig., 2001). Bununla birlikte senesense ugrayan bircok
dokuda proteaz aktivitesinin arttigi yapilan galigmalarla gdsterilmistir (Palavan-Unsal

ve dig., 2002; Cag ve dig., 2004).

Transgenik bitkilerin yapraklarinda, senesens siirecinde meydana gelen klorofil ve
protein yikimi ile fotosentetik aktivite kaybinin geciktigi gézlenmistir (Wingler ve dig.,

1998).

Yaprak hiicrelerinin bilesiminde bulunan K, Mo, Cu ve Fe gibi metal iyonlar1 biiytlik
olasilikla senesens sirasinda yapraklardan tasginmaktadir (Buchanan-Wolleston, 2003).
Himmelblau ve Amasino (2001), Arabidopsis yapraklarinda besin hareketini analiz

etmislerdir. Analiz sonucunda Olgiilen bir¢ok bilesimin diizeyleri (Mo, Cr, S, Fe, Cu,
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Zn) yesil yapraklarla karsilastirildiginda, senesens gecirmis yapraklarda %50 nin
tizerinde azalma oldugu gozlenmistir. N, P, K gibi 6nemli besinlerin diizeyleri de en az

%80 oraninda diisiis gdstermektedir.

2.5. SENESENS iLE iLGILI HIPOTEZLER

Bitkilerin yesil yapraklar1 biiylime ve gelismeleri siiresince besinlerle dolu bir organdir.
Bitki artik yapraga ihtiyag duymadiginda senesens siireci tesvik edilmekte ve tiim
taginabilir besinlerin hareketi meydana gelmektedir. Bu siirecin son doneminde ise
yaprak 0lmektedir. Yaprak 6liimii, senesens gelisim siireci i¢inde tiim besinler taginana

kadar aktif olarak geciktirilmektedir (Buchanan-Wollaston, 2003).

Birgok tek yillik tlirde senesens programina giren yapraklarin sayisi, c¢iceklenme ve
tohum gelisimi sirasinda artmaktadir. Bdylece yapraklarda (source) asimile olmus
besinlerin, gelecek nesiller i¢in gelisen tohumlar (sink) da depo edilmesi ve taginmasina
izin verilmektedir (Hayati ve dig., 1995; Buchanan-Wollaston, 1997). Bu siiregten
genellikle yaprak senesensinin “korelatif kontrolii” olarak bahsedilmektedir. Hayati ve
dig. (1995) senesens siirecini agiklayan 2 olgudan bahsetmektedir: 1. Reprodiiktif
dokular tarafindan kuvvetli bir sekilde azot talep edilmesi senesense sebep olmaktadir.
2. Reprodiiktif dokular senesens siirecini baslatmak i¢in yapraklara taginan bir senesens
hormonu iiretmektedir. Fakat, yaprak senesensinin korelatif kontroliindeki molekiiler
mekanizma hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Bu hipotezlerden ilki “Besin Bosalimi

Hipotezi”, ikincisi ise “Senesens Sinyali Hipotezi” olarak adlandirilmaktadir.

2.5.1. Besin Bosalim1 Hipotezi

Senesens sirasinda hiicrelerdeki makromolekiillerin yikilarak baska organlara taginmasi
ve bu maddelerin bagka hiicrelerce besin olarak kullanilmasin1 g6z Oniine alan
arastirmacilar hiicre igeriginin bosalmasini senesensin nedeni olarak yorumlamigtir
(Kawakami ve Watanabe, 1988; Noodén ve Leopold, 1988). Monokarpik bitkilerde,
tohumlar gelisirken vegetatif organlardan tohumlara dogru madde taginmasi bu hipotezi
destekler niteliktedir (Williams, 1955; Blomquist ve Kust, 1971; Derman ve dig., 1978).

Ancak genetik programlamay1 destekleyen ¢alismalarin artmasi ile besin yetersizliginin
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senesens mekanizmasinin agiklanmasinda esas olmadigina isaret edilmektedir (Noodén

ve dig., 1997).

2.5.2. Senesens Sinyali Hipotezi

Senesens siirecinde meydana gelen dikkat cekici degisikliklerden biri, fotosentez hizinin
ani azalmasidir (Jiang ve dig., 1993). Bu konu ile ilgili yapilan son arastirmalar,
yapraklardaki seker birikiminin fotosentez ile ilgili bazi1 genlerin anlatimin
durdurdugunu gostermistir (Jang ve dig., 1997; Gan ve Amasino, 1997; Quirino ve dig.,
2000). Baz1 arastiricilar, fotosentetik aktivite azalmasinin senesensi tesvik edici sinyal
olarak rol aldigin1 diistinmektedir (Smart, 1994; Bleecker ve Patterson, 1997). Nitekim,
sekerlerin senesensi de i¢ine alan g¢esitli bitki gelisim evreleri siiresince sinyal
molekiiller olarak gorev aldiklar1 saptanmistir (Rolland ve dig., 2002). Son yillarda
yapilan fizyolojik ve genetik analizler, artan seker konsantrasyonunun ya da seker
sinyallerinin yaprak senesensini arttirdigin1 gostermektedir. Arabidopsis ve diger bitki
tiirlerinin senesens geciren yapraklarinda artan seker diizeyi rapor edilmistir (Noodén ve
dig., 1997; Quirino ve dig., 2001; Stessman ve dig., 2002). Benzer sekilde senesensin
baslangicinda tiitiin yapraklarinda sekerlerin biriktigi gézlenmistir (Masclaux ve dig.,
2000). Dogal kosullarda sekerlerin yaprak senesensini nasil tesvik ettigi heniiz tam
olarak aciklanamamistir (Noodén ve dig., 1997; Yoshida, 2003). Bir grup arastirmaci
ise, yaprak senesensinin ilk belirlenen 6zelliklerinden biri fotosentezin azalmasi oldugu
icin yapraklardaki azalan seker konsantrasyonunun senesens programini tetikledigi
fikrini 6ne stirmiislerdir (Noh ve Amasino, 1999; Quirino ve dig., 2000; Fujiki ve dig.,
2001).

Yaprak senesensi siirecinde organ-organ iligkisinde araci olan ve heniiz tam olarak
bilinmeyen sistemik sinyaller oldugu da diisiiniilmektedir. Bir grup arastirictya gore,
gelismekte olan organlar (meyvalar, tohumlar ve apikal meristem dokusu) tarafindan
iretilen bir sinyal, hedef hiicrelere tasinarak senesensin meydana gelmesine neden
olmaktadir (Okatan ve dig., 1981; Noodén ve Murray, 1982). Monokarpik bitkilerde
tohumlarin  olgunlagmas1 esnasinda senesensin meydana gelmesi, tohumlarin
koparilmasiyla senesensin engellenmesi senesens sinyali hipotezini destekleyen bir
olaydir (Lindoo ve Noodén, 1977; Okatan ve dig., 1981; Noodén ve Leopold, 1988).

Yapilan aragtirmalar sinyal hipotezinin gegerliligini ortaya koysa da yaprak senesensi
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programi, gen anlatimindaki degisiklikler ile birlikte yiirimektedir (Gan ve Amasino,

1997).

2.6. BITKi BUYUME REGULATORLERININ SENESENS UZERINE ETKIiSi

Biitiiniiyle ¢ok karmasik olan senesens siirecindeki degisimlerin zamanlamasi, hormon
uygulamasi ile geri donilistimlii olarak kontrol edilebilmektedir (Bleecker ve Patterson,
1997). Bitki hormonlarinin bes 6nemli sinifinin (oksinler, sitokininler, gibberellinler,
absisik asit ve etilen) ve jasmonatlar gibi diger bitki biiylime regiilatorlerinin senesensin
diizenlenmesinde rol oynadiklar1 bilinmektedir. Oksinler, sitokininler ve gibberellinler
(GA) senesensi inhibe ederken, absisik asit (ABA) ve etilen senesensi arttirmaktadir

(Smart, 1994; Gan ve Amasino, 1996).

Sitokininler, senesensin kontroliinde rol oynamaktadir (Noodén ve Letham, 1993; Nam,
1997). Senesens gegiren yapraklardaki sitokinin diizeyinde azalma goriilmekte ve
disaridan sitokinin uygulamasi ile senesens genellikle gecikmektedir (Woolhouse, 1983;
Noodén ve Leopold, 1988; Gan ve Amasino, 1995). Diger yandan, Arabidopsis’te intakt
yapraklara sitokinin uygulamasi, yaprak senesensinin meydana gelisinde fazla etkili
olmamistir (Bleecker ve Patterson, 1997). Yaprak senesensini geciktiren sitokininler
senesensin meydana gelmesini engelleyememektedir (Srivastava, 2002). Senesens
sirasinda ya da oncesinde, gibberellin diizeyleri azalmaktadir. Gibberellinler yapraklar,
meyva ve cicek saplarinda klorofil kaybini engelleme yetenegine sahiptirler (Arteca,
1996). Trapeolum majus (latin ¢icegi) ve Alstromeria hybrida (alstromerya)’ya eksojen
olarak uygulanan GA, yaprak senesensini ertelemistir (Beevers ve Guernsey, 1967;
Kappers ve dig., 1998). Oksinler baz1 bitki dokularinda senesensi geciktirebilmekte ya
da etki etmeden kalabilmektedir (Arteca, 1996). Pisum’da yapilan bir ¢alisma ile
senesens sirasinda oksinlerin liretiminde bir artis meydana gelmis ve bu artis etilen

sentezini tesvik etmistir (Galston ve Davies, 1970; Engvild, 1989).

Etilen ve sitokinin gibi bilylime hormonlar1 senesens diizenleyici faktorlerin en belirgin
olanlaridir (Gan ve Amasino, 1997; Nam, 1997; Dangl ve dig., 2000). Sitokininlerin
geciktirici etkilerine karsin etilen ve absisik asit genellikle senesensin erken baglamasini

tesvik etmektedir (Noodén ve Leopold, 1988; Grbic ve Bleecker, 1995). Arabidopsis’in
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etilene duyarsiz mutantinin (Etrl) yapraklarinda senesens baslangici ertelenebilmektedir
(Grbic ve Bleecker, 1995). Etilen uygulamasi yapilan bitkilerde senesensin erken
basladig1 goriilmiis ve Ozellikle daha yasli yapraklarda senesensin hizlandigi tespit
edilmistir (Buchanan-Wollaston ve dig., 2003). Benzer olarak ¢ok diisiik diizeylerde
etilen sentez eden duyarsiz domates bitkisinde, yaprak senesensinin geciktigi
gozlenmistir (Picton ve dig., 1993). ABA nin, klorofil yikimini tesvik ve klorofil
biyosentezini inhibe ederek senesensi tesvik ettigi bilinmektedir (Nooden, 1988). ABA
nin senesens esnasindaki rolii ¢ok iyi anlasilamasa da, Arabidopsis yapraklarindaki

senesensi tesvik ettigi gozlenmistir (Park ve dig., 1998; He ve dig., 2001).

Salisilik asitin senesensi hizlandirdig1 gézlenmis olsa da (Morris ve dig., 2000), salisilik
asit eksik bitkilerde senesensin normal olarak olustugunun gozlenmesi salisilik asit
tarafindan kontrol edilen genlerin senesens i¢in gerekli olmadigina isaret etmektedir
(Buchanan-Wollaston ve dig., 2003). JA (jasmonik asit) ya da MeJA 1 arpa
yapraklarina eksojen uygulamasi ile ortaya cikan klorofil kayb1 ve azalan rubisko
diizeyi, bu molekiillerin senesensi tesvik ettigini ortaya koymustur (Parthier, 1990). JA
nin Arabidopsis’e uygulanmasi erken senesense yol agmis ve bu durum jasmonik asite
duyarsiz mutantta meydana gelmemistir (Xie ve dig., 1998). Senesensin meydana
gelmesinde brassinosteroidlerin (BR) de 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu

arastirmada BR lerin senesens {izerine etkisi incelenmistir.

2.7. BRASSINOSTEROIDLERIN TANIMI

Steroid hormonlar hayvanlardaki embriyonik gelisim ve yetiskin homeostasisi agisindan
cok oOnemlidir (Evans, 1988). Steroidler bitkilerde 6nemli hormonlar olarak gorev
almaktadirlar. Bitkiler ¢cok sayida steroid ve sterol tiretmektedir (Geuns, 1978; Jones ve
Roddick, 1988). Bitki hormonlar1 arasinda yer alan brassinosteroidler (BR) biiylimeyi
tesvik eden bitki steroidleridir (Miissig, 2005). Yapilan genetik ve biyokimyasal
calismalar sonucunda normal bitki biliylimesi ve gelisimi icin gerekli olduklar1 bilinen
BR ler ¢ok sayida arastirmaci tarafindan bitki hormonlarinin yeni bir sinifi olarak kabul
edilmektedir (Clouse ve Sasse, 1998; Sasse, 1999; Li ve Chory, 1999; Miissig ve
Altmann, 1999; Bajguz, 2000; Rao ve dig., 2002; Clouse, 2002; Vardhini ve Rao, 2002;
Bajguz ve Tretyn, 2003; Michelini ve dig., 2004).
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Bazi polen ekstraktlarinin biiylimeyi tesvik edici 6zellikte oldugunun farkina varilmasi,
bitkilerde BR lerin kesfedilmesine zemin hazirlamistir. Mitchell ve dig. (1970),
Brassica napus (kolza) polenlerinden elde edilen yagli bir ekstraktin fasulye
internodlarinda asir1 bir uzamaya neden oldugunu saptadiktan sonra yaklasik 60 farkli
tiriin polen ekstraktlarin1 ¢esitli yontemlerle test ederek, biliylimeyi tesvik edici
aktivitelere sahip olduklarim1 belirlemislerdir. Biiylimeyi tesvik eden en aktif bilesigi
Brassica cinsinden ekstre ettikleri i¢in brassinler olarak isimlendirmislerdir. Brassinlerin
gercek kimyasal yapisini belirlemek icin Grove ve dig. (1979) tarafindan yiiriitiilen
calismalar sonucunda 40 kg polenden 4 mg kristal elde edilmis ve bu aktif bilesik
brassinolid (BL) olarak tanimlanmistir. Brassinolid (BL) [(22R, 23R,245)-2a,3a, 22,23-
tetrahidroksi-24-metil-B-homo-7-oksa-5a-kolestan-6-on],  steroid yapidaki ilk  bitki
hormonudur. ki yil iginde BL (Sekil 2.1) ve onun stereo izomeri olan 24-epibrassinolid
(eBL) kimyasal olarak sentez edilmistir. 1982 de ise, biiylimeyi tesvik edici yapisi ile
diger bir steroidal madde olan kastasteron (CS) bulunmustur (Yokota ve dig., 1982).

Sekil 2.1: Brassinolidin kimyasal yapist

BR ler vertebratlar ve bdceklerde bulunan biiylimeyi diizenleyici steroid hormonlara
benzerlik gosteren yapilart ile dogal olarak meydana gelen polihidroksi steroidlerdir
(Yokota, 1997, Clouse, 2001, Miissig ve Altmann, 2001, Clouse, 2002). Dogal BR ler
ortak bir 5a-kolestan iskeletine sahiptirler (Fujioka ve Sakurai, 1997). Birbirine bitisik
A, B, C ve D halkalar1 ile 17. karbona bagl bir alkil yan zincirinden olusan tipik steroid
nukleus icermektedirler (Miissig ve Altmann, 1999). Hem nukleus hem de yan zincir,
fazla karmasik olan BR lerin nomenklatiirii ile steryokimyasini olusturan farkli izomerik
konfigiirasyonlarda c¢esitli gruplar tasimaktadir (Mandava, 1988). Bu bilesikler, yan
zincirdeki alkil gruplarinin sekline gore C,;, Cyz ya da Cyy BR ler olarak
siiflandirilmaktadir (Yokota, 1997). Yiiksek bitkilerde BR lerin en yaygin iki tipi



15

olarak, C,g grubu BR lerden BL ve onun keton prokiirsorii olan CS bulunmaktadir

(Srivastava, 2002).

Brassinolid, dogal olarak bulunan BR ler arasinda en yiiksek aktiviteye (5 kat daha
fazla) sahip oldugu i¢in biyosentez yolunu aydinlatmak i¢in calismalar yapilmigtir
(Suzuki ve dig., 1995; Srivastava, 2002). BL biyosentezinin baslangic noktasi
kampesterol (24o-metil kolesterol) diir. Ilk énemli basamak, kampesteroliin 5,6 ¢ift
baginin rediiksiyonuyla kampestanol (CN) un olugmasidir. Daha sonra kampestanolden
BL nin bir adim 6nceki prekiirsorii olan CS ye giden 2 paralel biyosentez yolu vardir.
Bu biyosentez yollar1 erken ve ge¢ C6-oksidasyon yolu olarak adlandirilmaktadir (Choi
ve dig., 1997; Bishop ve Yokota, 2001; Srivastava, 2002) (Sekil 2.2). Bu iki degisimli
yol yan zincirdeki hidroksilasyondan once ya da sonra C6 oksidasyonunun meydana
gelip gelmemesine bagl olarak farklilik gostemektedir (Noguchi ve dig., 2000). Herbir
yolun predominansi bitki tiirleri ve dokular arasinda farklilik gostermektedir
(Srivastava, 2002). Ornegin erken ve ge¢ C6-oksidasyon yollarinmn her ikiside bezelye
ve Arabidopsis’ide kapsayan c¢ok sayidaki tiirde yaygin iken meydana gelirken (Nomura
ve dig., 1999; Nomura ve dig., 2001), gec C6-oksidasyon yolu domateste predominant
olmaktadir (Bishop ve dig., 1999; Noguchi ve dig., 2000).

BR lerin tiimii daima biyolojik olarak aktif degildir. Biyolojik olarak aktif BR lerden
brassinolid, 24-epibrassinolid ve 24-homobrassinolid fizyolojik ¢aligsmalarda yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir (Rao ve dig., 2002).

Simdiye kadar 42 tane BR ve 4 tane de BR konjugati tanimlanmigstir. Bunlarin 37 si
angiospermlerden (9 monokotil ve 28 dikotil), 5 i gymnospermlerden, 1 i pteridofitten,
1 ide algden tayin edilmistir (Fujioka, 1999). Sasse (1997), BR lerin simdiye kadar
arastirilan tim bitkilerde tanimlanmasi {izerine bitkiler aleminde yaygin olarak

bulunduklar1 fikrini 6ne stirmiistiir.
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Sekil 2.2: Brassinolidin biyosentez yolu (Bishop ve Yokota, 2001)

BR ler bitkinin hemen hemen tiim kisimlarinda olugsmaktadir. BR ler polen, tohumlar,
yapraklar, govdeler, kokler ve cicekler gibi cesitli bitki kisimlarinda (Fujioka, 1999) ¢cok
diisiik konsantrasyonlarda (nano-gram diizeyler) bulunmaktadir. BR lerin endojen
diizeyleri bitki organ tipine, dokunun yasina ve tiiriine gére degismektedir. Reprodiiktif
organlar ve biiylimekte olan dokular (polen, olgunlasmamis tohum, gdévdeler), daha
olgun dokulardan fazla miktarda BR icermektedir (Yokota ve dig., 1986; Fujioka ve
dig., 1998; Sasse ve dig., 1998; Schmidt ve dig., 1998; Shim ve dig., 1998; Clouse,
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2002). Govdeler ve yapraklar genellikle g taze agirlik basina 0,01-0,1 ng, polen ve
olgunlagsmamis tohumlar ise g taze agirlik bagina 1-100 ng BR igermektedir (Srivastava,

2002).

Yapilan caligmalardan, BR lerin hareket yerlerine yakin yerlerde sentezlendigi tespit
edilmistir (Bishop ve Yokota, 2001). Uzun mesafede tasinmasinin BR lerin endojen
etkileri i¢cin Onemli olup olmadigr heniiz bilinmemekle birlikte kisa mesafede
taginmasinin etkilerinin, polen ve tohumlar agisindan 6nem tasidigi diistiniilmektedir
(Sasse, 1997). Radyoaktif isaretli BR lerin eksojen olarak uygulanmasi sonucunda
piring, salatalik ve bugdayda kokten gdvdeye dogru (akropetal) taginmasinin ksilem
araciligy ile hizli bir sekilde gerceklestigi saptanmistir (Schlagnhaufer ve Arteca, 1991,
Yokota ve dig., 1992; Nishikawa ve dig., 1994). "C ile isaretlenmis 24-epibrassinolidin
metabolizmasi ve taginmasi salatalik ve bugday fidelerinde ¢alisilmistir. 24-eBL koklere
uygulandiginda kolayca alinmakta ve yapraklara tasinmaktadir. Buna karsi1, yapraklara
uygulandiginda tasinmasi koklerden tasinmasina gore daha yavastir (Fujioka ve

Sakurai, 1997).

BR ler biiylimeyi tesvik etmelerinin yaninda tohum ¢imlenmesi, rizogenez, ¢iceklenme,
senesens, absisyon, olgunlasma gibi farkli gelisim siire¢lerine de etki etmekte ve farkl
abiyotik streslere karsi bitkilere diren¢ saglamaktadir (Miissig ve Altmann, 1999; Rao
ve dig., 2002; Michelini ve dig., 2004). Dikotillerde epikotil, hipokotil ve pedunkul
uzamasini tesvik etmekte, mezokotil ve koleoptil biliylimesini arttirmaktadir (Mandava,
1988). BR ler geng vegetatif dokularda meydana gelen biiylimede daha etkilidir (Sasse,
1991). Azuki fasulyesi (Mandava, 1988) ve bezelye epikotillerinde (Clouse ve dig.,
1992), ayg¢igegi ve salatalik hipokotillerinde (Katsumi, 1985), Arabidopsis pedunkulleri
(Clouse ve dig, 1993) ve bugday koleoptillerinde (Sasse, 1985) yapilan ¢aligmalarda,

BR lerin uzamayi tesvik ettikleri bulunmustur.

BR lerin Triticum aestivum (Hayat ve Ahmad, 2003), piring (Dong ve dig., 1989) ve
tiitinde (Leubner-Metzger, 2001) de tohum c¢imlenmesini tesvik ettigi goriilmiistiir.
Ayrica BR lerin yapraklara uygulanmasi ile ¢ilekte ¢i¢eklerin sayisinda artis olmustur

(Pipattanawong, 1996).
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BR ler kok biiylimesini arttirmaktadir. Pinus radiata nin transplante olmus fidelerine
24- eBL uygulanmasi1 sonucunda kok kiitlesinde artis gozlenmistir (Sasse ve Sasse,
1994). Arteca ve Arteca (2001), Arabidopsis thaliana’da brassinolid uygulamasi ile elde
edilen biiylime artisinin bilinen diger fitohormonlardan bagimsiz gerceklestigini
kanitlamigtir. Seker kamisina homobrassinolid uygulanmasiyla kok kitlesinde bir artis

tespit edilmistir (Schilling ve dig, 1991).

BR ler ile biiyiimenin tesviki hem hiicre boliinmesi hem de hiicre uzamas: ile
gerceklesmektedir. BR ler hiicre boliinmesi ve uzamasini tesvik etmektedir (Miissig,
2005). 24-eBL ile Helianthus tuberosus’un Kkiiltiire aliman parenkimatik hiicrelerinde
hiicre boliimesinde artis gozlenmistir (Clouse ve Zurek, 1991). Soya fasulyesi
hipokotillerinde yapilan calismalar BR lerin hiicre uzamasini tesvik etme yetenegini

ortaya ¢ikarmistir (Zurek ve dig., 1994).

BR ler ¢esitli abiyotik streslere karsi bitkilerin direncini arttirmaktadir. BR uygulamasi
ile piringte (Wang ve Zeng, 1993) diisiik sicaklik stresine; bugday yapraklarinda
(Kulaeva ve dig., 1991) yiiksek sicaklik stresine; seker pancarinda (Schilling ve dig.,
1991) kuraklik stresine karsi tolerans artmistir. Bunun yaninda BR ler yer fistigi
fidelerinin biiylimesinde (Vardhini ve Rao, 1999) ve E. camaldulensis’in tohum

¢imlenmesinde tuzlulugun inhibitdr etkilerini (Sasse ve dig., 1995) ortadan kaldirmustir.

Ayrica yapilan caligmalarda BR lerin domateste meyva olusumunu arttirdigi (Kamuro
ve Takatsuto, 1999), ksilem farklilagmasin1 (Clouse ve Sasse, 1998; Miissig ve
Altmann, 1999; Altmann, 1999) ve koklenmeyi tesvik ettigi, yaprak absisyonunu
geciktirdigi (Iwahari ve dig., 1990; Ronsch ve dig., 1993) rapor edilmistir. Bunun
yaninda polen tiipli biiyiimesi, yaprak egilmesi ve epinasti, kok inhibisyonu, etilen
biyosentezinin indiiksiyonu, proton-pompa aktivasyonu ve gen anlatiminin
diizenlenmesi gibi hiicresel yanitlara neden olabildikleri de bilinmektedir (Mandava,

1988; Clouse ve Sasse; 1998).

Yapilan son caligmalar BR reseptorii olarak BRII in ¢alistigin1 gostermektedir (Bishop
ve Koncz, 2002). Arabidopsis thaliana’da yapilan molekiiler genetik caligmalar BRI1 in

tanimlanmas1 ve klonlanmasini saglamistir. BRI1, bir transmembran reseptor
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serin/threonin kinazdir. BRI1 in ¢ogunlukla 16sin-zengin tekrarlar1 igeren ekstrasellular
bolgesi, BR baglanmasi i¢in gerekmektedir (Friedrichsen ve Chory, 2001). BRI in
ekstrasellular bolgesi BR leri algilamaktadir. Sinyal, intrasellular kinaz bolgesi
tarafindan olugmaktadir. Sinyal iletimi i¢in hipotetik olarak Onerilen plana gore, BR
molekiiliinlin reseptore baglanisi kinaz bdlgesinin aktivasyonuna ve sonradan eklenen
kinazlar ve/veya fosfatazlarin fosforilasyonuna sebep olmaktadir (Rao ve dig., 2002).
BRI1, plazma membraninin bir tarafindan diger tarafina steroid sinyaller iletmektedir ve

genomik etkilere aracilik etmektedir.

2.8. GRAVITROPIZMANIN TANIMI

Yergekimi biitiin cevresel sinyaller iginde siirekliligi en fazla olan ve her zaman
hissedilendir. Yer¢ekiminin yonlendirdigi biiylime siirecine gravitropizma adi
verilmektedir. Gravitopizma, yer¢ekimi uyarcisina yanit olarak bitkinin belli bir
yondeki hareketidir. Bu siirecten Onceleri geotropizma olarak bahsedilmekteydi.
Yergekiminin yOnii, gravitropizma yanitin1 tesvik etmektedir. Fidelerin hem govdesini
hem de koklerini etkilemektedir. Govde negatif, kok ise pozitif olarak gravitropiktir.
Primer govde yukari, kokler genellikle asagiya dogru vertikal olarak biyiir.
Gravitropizma ile ilgili terminoloji sistemine gore; bir¢ok ana kok ve govde
eksenlerinin yercekimi yoniine paralel pozisyonlar1 ortogravitropik, 2. ve 3. siradaki
lateral kokler ve yan dallarin eksenlerinin yergekimi yoniine duyarsiz pozisyonlari
agravitropik adin1 almaktadir. Agravitropik kokler ve govdelerde yercekimi duyarlilig

tizerine bilgiler yeterli degildir.

Bir bitki horizontal olarak yetistirildiginde, govde yukar1 dogru yonelirken kok
yer¢ekimi etkisinde asagiya dogru egilmektedir. Her iki organda da kivrilma, subapikal
bolgede ve organin en alt kismina gore en Ustteki hiicrelerin fizyolojik olarak farkl
bliylimesi sonucu meydana gelmektedir. Kivrilma gergeklestikten sonra normal biiylime

devam etmektedir.

Yercekimini algilama yeri, kok ve govdede farklilik gostermektedir. Yergekiminin
algilanmast i¢in amiloplast olarak adlandirilan nisasta ile dolu plastidlerin

sedimantasyonu gerekmektedir. Amiloplast sedimantasyonu, statosit adi verilen
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Ozellesmis hiicrelerde meydana gelmektedir. Eskiden beri bu konuda yapilan
aragtirmalar sonucunda, kok ucunun yercekimini algiladigi, kok sapkasinin
kolumellasindaki merkez hiicrelerinin bu fonksiyonda etkin oldugu tespit edilmistir.
Ciesielski (1872) ve Darwin (1880) tarafindan yapilan deneyler bezelye, mercimek,
fasulye gibi bitkilerin kok uglart kesildiginde yeni bir kok ucu ve kok sapkasi rejenere
olana kadar bir gravitropik uyariciya tepki vermediklerini gostermistir. Buna karsin
yer¢ekimini govdede algilama yeri, govde endodermisindeki statositlerdir. Hiicre uzama
hizindaki degisiklikler, epidermis ve korteksin periferal tabakalarinda belirgindir.
Statositler ve uzayan dokular arasindaki hiicreler arasi sinyallesme, oksinin yeniden

dagilmasina neden olmaktadir (Hart, 1989; Leyser ve Day, 2003).

Govde ve kok gravitropizmasinda yer¢ekimine karsi verilen yanitlar, organin karsit
kisimlarindaki hiicre uzamasinin farkli olmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkl
hiicre uzamasina, organlarin bir tarafindan diger tarafina oksinin yeniden dagilmasi ile
olusan oksin gradiyentinin aracilik ettigi disiiniilmektedir. Endojen ve eksojen
(isaretlenmis) oksinin horizontal pozisyondaki fidelerin alt kisminda arttig1 ve buna
bagli olarak bu kisimda hiicre uzamasmin da arttigi; iist tarafta ise oksin
konsantrasyonunun ve bu taraftaki hilicre uzamasinin da azaldigi saptanmistir. Bu

nedenle gdvdenin yukartya dogru yoneldigi bilinmektedir (Chen ve dig., 1999).

2.9. BRASSINOSTEROIDLERIN SENESENS VE GRAVITROPIZMA UZERINE
ETKIiLERI

Senesens siirecinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan BR ler senesensin tesvikini
iceren gelisme olaylarinda ¢esitli fonksiyonlara hizmet etmektedir (Khripach ve dig.,
2000; He ve dig., 2001; Rao ve dig., 2002; Nemhauser ve Chory, 2004). Yaprak ve
kotiledon senesensi bazi sistemlerde 24-eBL uygulamasi sonucu hizlanmistir.
Peroksidaz, siiper oksit dismutaz ve katalaz aktivitlerindeki degisimler sonucunda BR
lerin bu etkilerini aktive olmus oksijen aracilifiyla diizenledigi fikri 6ne siirtilmiistiir
(Clouse ve Sasse, 1998). BL nin, Xanthium ve Rumex eksplantlarinda senesensi
hizlandirdig, salatalik fidelerinin kesik kotiledonlarinda (Zhao ve dig., 1990) ve fasulye
fidelerinin yapraklarinda (He ve dig., 1996) senesensi tesvik ettigi tespit edilmistir.
Biyolojik olarak aktif BR leri olmayan Arabidopsis mutantlar1 ile yapilan ¢aligmalarda
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kloroplast senesensinde gecikme gozlenmistir (Li ve dig., 1996). Ayrica Vardhini ve
Rao (2002), BR uygulamasi sonucunda klorofil diizeyinin azaldigin1 ve meyva
senesensinin hizlandigin1 rapor etmistir. Bu bilgilere karsi Srivasta (2002), BR lerin
senesensin gecikmesinde rol aldigini sdylemektedir. Senesens iizerine BR lerin etkisinin

molekiiler mekanizmasi hala bilinmemektedir.

Gravitropik cevaplarin oksin tarafindan tesvikinin yaninda BR ler tarafindan da tesvik
edildigi, hatta BR lerin bu cevapta oksin ile sinerjistik calistig1 ifade edilmistir. Bu
sinerjistik calisma her iki hormonun bitki biiylime ve gelisiminin bazi1 yonlerinde
birbirini etkiledigine isaret etmektedir (Yopp ve dig., 1981; Takeno ve Pharis, 1982;
Cohen ve Meudt, 1983; Katsumi, 1985; Eun ve dig., 1989; Fujioka ve dig., 1998; Sasse,
1999). Meudt (1987), BR uygulamasimin fasulye hipokotillerinin gravitropik yanitini
arttirdigin1 ortaya koymustur. BR tarafindan gravitropik yanitin artiginin domates
hipokotillerinde gosterilmesi (Park, 1998), BR lerin govde gravitropizmasinin
diizenlenmesine katilabilecekleri fikrini One siirmiistiir. Bulgular, BR lerin kok
gravitropizmasina katilabileceklerini de gostermektedir. Kim ve dig. (2000) misir
fidesinin ilk kokiinde calisarak, BR lerin oksinin tesvik ettigi gravitropik cevabi

arttirdigini rapor etmis ve burada BR bulundugunu ispatlamistir.

Bitkilerin yasam devirleri yergekimi tarafindan etkilenmektedir. Bitkiler gelisirken
bliylime ve gelismelerinin diizenlenmesi i¢in yergekimini kullanma yetenegini elde
ederler. Mikroyercekimi sartlari1 tohum ¢imlenmesine, govde bliylimesine ve
ciceklenmeye etki etmektedir (Volkmann ve dig., 1986; Halstead ve Dutcher, 1987;
Brown ve dig., 1990; Musgrave ve dig., 1997; Kiss ve dig., 1998; Hoson ve dig., 1999;
Ueda ve dig., 1999; Musgrave ve dig., 2000). Mikroyercekimi sartlar1 altindaki bitkinin
her tarafi esit kuvvette yercekimi etkisinde kaldigi i¢in higbir yonelme hareketi
gozlenmemektedir. Bitkilerin yasam devirlerinde 6nemli bir fizyolojik olgu olan
senesens olaymin fizyolojik yolunda yerg¢ekiminin rolii heniiz tam olarak
aciklanamamakla birlikte, Saglam ve Okatan (1990) yan yatirilan fidelerde alt
kotiledonun iist kotiledondan Once senesense ugradigini tespit etmistir. Diger bir
calismada ii¢ boyutlu klinostat ile uyarilan mikroyercekimi kosullarinda, yulaf yaprak
segmentlerinde senesensin gozle goriliir semptomu olan klorofil kaybinin artist

gbzlenmistir (Miyamoto ve dig., 1995). Bagka bir grup arastirici ise, horizontal klinostat
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ortaminda yetistirilen ayg¢igcegi fidelerinin kotiledonlarinda senesensin geciktigini ifade
etmistir (Unal ve Okatan, 1996). Bir fide horizontal konumda yerlestigi zaman kok
asagiya dogru (pozitif gravitropizma), govde yukariya dogru (negatif gravitropizma) bir
egrilme gosterir. Bu olayin organlarda meydana gelen oksin gradiyentinden
kaynaklandigma inanilmaktadir (Chen ve dig., 1999). Nitekim Unal ve Okatan (1996),

senesensin gecikmesini oksinin taginmasinin yavaslamasina baglamiglardir.

Bu arastirmada, yan yatirilan fidelerin alt kotiledonlarinda iist kotiledonlara gore daha
erken meydana gelen senesensin hizi, epibrassinolid (6zellikle 10® M eBL) uygulamasi
ile hem alt hem de iist kotiledonlarda kontrole gore artis gostermistir. Oksin taginma
inhibitoriiniin (TIBA) uygulanmas ile aksine senesens hizinda kontrole gére azalma

meydana geldigi gorilmiistiir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKISEL MATERYAL

Bu caligsmay1 olusturan deneylerde sistematik tanimlamasi asagida gosterilen Helianthus
annuus L. (aycigegi) bitkisinin fideleri kullanilmistir. Ayg¢igegi tohumlar1 AS 6310 kod

numarali ve ¢imlenme yiizdesi %99,9-96 olarak May Tohumculuktan (Bursa) alinmustir.

Familya: Compositae
Cins: Helianthus,

Tur: annuus L.

Monokarpik bir bitki olan Helianthus annuus L., reprodiiktif gelisiminin sonunda
monokarpik senesens gostermektedir. Vegetatif gelisme siiresi i¢inde sahip oldugu
yaprak sayisinin 1/3 kadari, kotiledonlardan baglayarak yukari dogru tipik bir sirasal
yaprak senesensi gostermektedir (Saglam ve Okatan, 1990). Ayrica epigeik ¢imlenme
ozelliginden dolay1 kotiledonlarinin toprak iistiinde bulunmasi, kolay yetistirilebilmesi
ve oldukca kisa zamanda deney objesi haline gelmesi bu bitkinin deney materyali olarak

secilmesine neden olmustur.

3.2. FIDELERIN YETISTIiRILMESI

Aycicegi akenleri %5 lik hipoklorik asit ¢ozeltisi ile 5 dakika yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulduktan sonra 2 saat siireyle akan musluk suyu altinda birakilmistir. Distile su
ile ¢alkalanan akenlerden esit biiylikliikte olanlar secilerek, icinde nemli fitre kagidi
bulunan 11 cm caph petri kutularina yaklasik olarak 15 mm araliklarla dizilmistir.
Sicakligt 25°C ye ayarlanmig etiivde 48 saat cimlenmeye birakilan tohumlardan
homojen ¢imlenme gosterenleri, iginde 2 Olgii kum 1 6l¢ii toprak karisimi bulunan
saksilara ekilmistir. Bitkiler 12 saat fotoperiyot altinda, sicakligir 25+1°C de, biiyiime
odasinda 6000 liiks 151k siddeti altinda yetistirilmistir.
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3.3. FIDELERIN HORIiZONTAL KONUMA GETIiRiLMESI

Aycigegi fideleri iginde kum-toprak karistmi bulunan saksilara ekildikten sonra
milimetrik taksimath cetvel yardimi ile 3. giinden itibaren hergiin hipokotil boyunun
uzunlugu Olclilmustiir. Hipokotil uzamasmin 15. giinde durdugu tespit edilerek,
fidelerin bir kismi1 bu giinden itibaren kotiledonlardan biri asagiya dogru (alt kotiledon)

digeri yukartya dogru (iist kotiledon) bakacak sekilde yatay konuma getirilmistir.

3.4. BITKILERE EPiBRASSINOLID UYGULANMASI

Hipokotil biiylimesi sona eren bitkilerin (15 giinliik) bir kismina 14. glinden itibaren giin
asirt hormon plskiirtiilmiis, diger bir kismina kontrol amaci ile uygulama yapilmamustir.
Hormon uygulamasi yapilan bitkiler ve kontrol bitkileri, 15. giinde ikiser gruba
ayrilmistir. Bu gruplardan biri yan yatirilarak horizontal konuma getirilirken digeri
vertikal konumda birakilmistir. Bdylece horizontal ve vertikal deney serileri ile
horizontal ve vertikal kontrol serileri elde edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan 10° M ve
10" M eBL ile 100 mg/l TIBA (2,3,5-triiyodobenzoik asit) (Okatan ve Unal, 1996)
hormon serileri, 100 mililitresine 1 damla %1 tween-20 katilarak hazirlanmstir. 10° M
ve 10" M eBL, horizontal ve vertikal deney serilerine 14. giinden itibaren
uygulanmustir. 10° M eBL+TIBA ve 10" M eBL+TIBA deney serilerine de sirasiyla
bir giin TIBA bir giin 10° M ya da 10" M eBL c¢ozeltileri piiskiirtiilmiistiir. Bu
konsantrasyonlar, 6n deneyler ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda
ortaya cikmigtir. Plskiirtme islemi bitkiler karanlik periyoda girerken yapilmistir.
Vertikal bitkilerin kotiledonlar1 %50 senesens anina geldigi giin, tiim kontrol ve deney

kotiledonlar1 hasat edilerek analizler yapilmistir.

3.5. SENESENS DERECESININ TAYINi

Tek tek yada gruplar halindeki bitkilerin kotiledonlarindaki senesensin derecesi, Lindoo
ve Noodén (1976) tarafindan soya fasulyesi i¢in gelistirilen ve daha Oncede
degistirilerek basartyla kullanilan bir yontemle (plastokron indeks) (Saglam, 1989;
Saglam ve Okatan, 1990; Lohman ve dig., 1994; Okatan ve Unal, 1996; Unal ve
Okatan, 1996; Saglam-Cag, 1997) belirlenmistir. Buna gore bir bitkinin kotiledonlarinin

senesens derecesi, kotiledonlarin yesil alan yiizdesi gz oniine alinarak belirlenmistir
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(Sekil 3.1). Ayrica kullanilan plastokron indeks ile kotiledonlarin klorofil igerigide
karsilastirilarak, senesensin plastokron indeks ile ne derece dogru degerlendirilebildigi

de kontrol edilmistir.

Kotiledon No. Yesil Alan % si Senesens Derecesi
1 100 0.00
2 75 0.25
3 50 0.50
4 25 0.75
5 0 1.00

Sekil 3.1: Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki senesens derecesinin yesil alan % si
cinsinden belirtilmesi (Plastokron indeks).

Deney ve kontrol gruplarini olusturan bitki gruplarmin belli bir zamanda ulastiklari
senesens derecesini ortalama yesil alan yilizdesi (O.Y.A %) si cinsinden saptamak igin

asagidaki denklem kullanilmistir (Saglam, 1989):

(11x1,00)+(n2x0,75)+(n3x0,50)+(n4x0,25)+(nsx0,00)

O.Y.A. %’si=
>n
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Bu denklemde:
0.Y.A. % si = Kotiledonlarin Ortalama Yesil Alan %’sini,
n; = Tamamu yesil kotiledonlarin sayisini,
ny = %75 kadar1 yesil (%25 kadar1 sararmis) kotiledonlarin sayisini,
n3 = %50 kadar1 yesil (%50 kadar1 sararmis) kotiledonlarin sayisini,
ns = %25 kadar1 yesil (%75 kadar1 sararmis) kotiledonlarin sayisini,
ns = %0 yesil (tamamen kuru goriiniislii) kotiledonlarin sayisini,

> n = Kotiledonlarin toplam sayisini (n; + n, + n3 + ng + ns) gostermektedir.

3.6. TOTAL KLOROFIL MiKTARININ TAYINi

Klorofil miktar1 saptanacak olan kotiledonlar taze agirliklar1 alindiktan sonra bir miktar
CaCOs tozu ve 6 ml %80 aseton ilave edilerek ekstre edilmistir. Ekstreler 3000 g de 10
dakika santrifiij edildikten sonra {ist sivinin (slipernatant) hacmi Sl¢iilmiistiir. Hacmi
Olgiilen ham klorofil ekstresinin 645 ve 663 nm dalga boylarindaki absorbsiyon
degerleri Olgililerek Arnon formiiliinde (Arnon, 1945) yerine konularak 6rneklerin total

klorofil igerikleri tayin edilmistir.

3.7. COZUNEBILIR TOTAL PROTEIN MIKTARININ TAYINi

Total protein miktar1 saptanacak olan kotiledonlar taze agirliklar1 alindiktan sonra pH
7.0 fosfat tamponu kullanilarak, buz kaliplar1 i¢ine alinan soguk havanda ekstre
edilmistir. Ependorflara alinan homojenatlar, 13.000 devir/dakika 4°C da 30 dakika
santrifiij edilmistir. Suda ¢dzlinen proteinleri igeren iist sivi (siipernatant) daki protein
miktarinin tayini Bradford yontemi (Bradford, 1976) kullanilarak yapilmistir. Bu
yontemde, bovin serum albuminin (BSA) suda ¢oziilmesiyle hazirlanan 16 mg/ml stok
¢ozeltisinden 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1600 pl almarak 0,1 ml ye
tamamlanmistir. BSA’nin bu farkli konsantrasyonlarinin 595 nm dalga boyundaki
absorbsiyon degerleri dlgiilerek standart protein egrisi ¢izilmistir. Siipernatantin 0,1 ml
si alinarak iizerine 5 ml Comassi Blue Brillant boyas1 eklenip iyice karigtirilmis ve 15
dakika karanlikta bekletildikten sonra 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢tiim
yapilmstir. Elde edilen absorbsiyon degerleri standart egride yerine konarak bu

absorbsiyona karsilik gelen total protein miktar1 belirlenmistir.
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3.8. PEROKSIDAZ AKTiVITESININ SPEKTROFOTOMETRIK TAYINi

Taze agirliklar1 alinan kotiledonlar total protein miktarinin tayininde anlatildigi gibi
fosfat tamponunda ekstraksiyon yapilarak santrifiij edilmislerdir. Ust sividan alinan 100
ul 6rnek iizerine i¢inde %0,1 H>O, ve %25 guaiakol bulunan 0,1 M fosfat tamponundan
(pH 5,8) 1 ml eklenerek, 2 dakika icerisinde 10 sn araliklarla 470 nm dalga boyundaki
absorbsiyonu Olclilmiistiir (Birecka ve dig., 1973). Elde edilen absorbans degerlerinden

1 gram ornekteki peroksidaz enziminin 1 dakikadaki aktivitesi hesaplanmistir.

3.9. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Arastirmada yapilan deneylerin sonuglari hesaplanirken kullanilan standart sapma

formiilii agagida belirtilmektedir:
X=YXi/N
X: Aritmetik ortalama
> Xi: Degerlerin toplami (birinciden N’inciye kadar degiskenin biitiin degerlerinin

toplami)

N: Tekrarlanan deney sayisi

S=VYX;/N

S: Standart sapma
Xi: Sapma degeri
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4. BULGULAR

4.1. KOTILEDONLARDA SENESENS DERECESININ SAPTANMASI

Petrilerde ¢imlendirilen aygicegi tohumlarindan homojen ¢imlenme gosterenleri,
icerisinde kum-toprak bulunan saksilara ekilmistir. Hipokotil biiyiimesi sona eren
fidelerin bir kism1 yan yatirilarak horizontal konuma getirilirken diger bir grup vertikal
konumda birakilmustir. 11k olarak horizontal konuma getirilen aycicegi fidelerinin alt ve
iist kotiledonlar1 ile vertikal konumdaki fidelerin kotiledonlarinda meydana gelen
senesensin seyri takip edilmistir (kontrol). Daha sonra ayni isleme tabi tutulan vertikal
ve horizontal konumdaki diger bitki gruplarina, 14. giinden itibaren sirastyla 10° M ve
10" M eBL ile 10° M eBL+TIBA ve 10" M eBL+TIBA hormon serileri uygulanarak
senesensi izlenmistir (deney). Kontrol bitkilerinde yesil alan % si 50 oldugu giin (23.

giin) tiim kotiledonlar hasat edilmis, biyokimyasal analizler yapilmistir.

4.2. KOTILEDONLARDA MEYDANA GELEN SENESENSIN CESITLI
ASAMALARINI GOSTEREN PLASTOKRON INDEKS

Deney ve kontrol bitkilerinin kotiledonlarinda meydana gelen senesens sirasinda
klorofil miktarinin azalmasinda, protein yikimmin ve peroksidaz aktivitesinin
artmasinda goriilen degisiklikleri kiyaslayarak, uyumlu olup olmadigin1 anlamak amaci
ile plastokron indeks egrisi olusturulmustur. Yapilan deneylerden elde edilen sonuglar,

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 de gosterilmisgtir.
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Tablo 4.1: Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarinda meydana gelen senesensin gesitli
asamalarimi gosteren Plastokron Indeksin, kotiledonlardaki total klorofil ve total protein
miktarlar ile peroksidaz aktiviteleri

Total Klorofil Miktar1 Total Protein Miktar1 Peroksidaz Aktivitesi

Plastokron indeks
(mg.kl / kotiledon) (ng / kotiledon) (AA / g.T.A.dk)
100 100 100 14
75 66 92 16
50 42 88 22
25 25 80 60
0 21 74 100
—e— Plastokron indeks
Klorofil Miktar1
120 - —&— Protein Miktar1
Peroksidaz Aktivitesi

100 + A

(o)
(==
I

N
(=)
.

N

3%
(=]
|

Total Klorofil-Protein Miktarlar: /
Peroksidaz Aktivitesi % si
N
=

o~

100 75 50 25 0
Plastokron indeks (% de Yesil Alan)

(=)

Sekil 4.1: Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarinda meydana gelen senesensin ¢esitli
asamalarin1 gosteren Plastokron indeksin, deney bitkilerinin kotiledonlarindaki total klorofil ve
total protein miktarlar ile peroksidaz aktivitelerinin karsilagtirilmasi

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 den anlasilacag gibi, kotiledonlarda senesens baglamadan hemen
once %100 yesil goriintimlii kotiledonlarin igerdigi total klorofil ve protein miktar1 100
kabul edildiginde, ortalama yesil alan % si 75 olan kotiledonlarin klorofil miktar1 %66
iken protein miktar1 %92 olarak saptanmistir. %50 yesil olan kotiledonlarin klorofil ve
protein miktarlar1 sirasiyla %42 ve %88 oraninda belirlenmigtir. %25 yesil olan
kotiledonlarin klorofil miktar1 %25 iken protein miktarmin %80 oldugu; %0 yesil yani
tamami kuru olan kotiledonlarin klorofil ve protein miktarlarinin ise %21 ve %74
oraninda degistigi gozlenmistir. Kotiledonlardaki ortalama yesil alan % sinin
azalmasina paralel olarak total klorofil miktarinin azaldigi, buna karsin tamami kuru

kotiledonlarin klorofil igeriklerinin belirli bir seviyede kaldig1 tespit edilmistir. Protein
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miktarlarindaki diisme ise, klorofil miktarindaki diisme kadar belirgin degildir. %0 yesil
(tamamen kuru) goriinimlii kotiledonlarin POD aktiviteleri 100 kabul edildiginde,
ortalama yesil alan % si 25 olan kotiledonlarda POD aktivitesi %60 iken, %50 ve %75
yesil olan kotiledonlarda POD aktivitesi sirasiyla %22 ve %16 oraninda belirlenmistir.
%100 yesil olan kotiledonlardaki POD aktivitesi ise %14 olarak tespit edilmistir. Sonug
olarak, yesil alan % si azaldik¢a POD aktivitesinde artma, total protein ve total klorofil

iceriklerinde azalma goriilmektedir.

4.3. TAZE AGIRLIK MiKTARINDAKI DEGiSIMLER

Vertikal konumda yetistirilen fidelerin kontrol grubu %50 senesens anina ulastig giin,
kontrol ve deney fidelerinin kotiledonlar1 hasat edilmis ve taze agirliklar1 saptanmistir.
Vertikal konumdaki fidelerin kotiledonlarindaki taze agirlik miktarlar1 Tablo 4.2 ve
Sekil 4.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.2: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10” M eBL+TIBA, 10""' M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki taze agirlik degisimi

Deney Serileri Taze Agirhik (g) / Kotiledon
Vertikal Kontrol 0,1700+0,0188
10° M eBL Vertikal 0,0549+0,0152
10" M eBL Vertikal 0,0861+0,0125
10° M eBL+TIBA Vertikal 0,2253+0,0111
10" M eBL+TIBA Vertikal 0,2136+0,0189

Tablo 4.2 de goriildiigii tizere, vertikal konumdaki kontrol bitkilerinin kotiledonlar1 %50
senesens aninda iken taze agirhklarmn 10° M eBL uygulanan fidelerin taze
agirliklarina gore %68, 10" M eBL uygulanan fidelerin taze agirliklarma gore de %49
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Saglam ve Okatan (1990) ile Goren (2004)’in, senesens
sinyalinin IAA tabiatinda veya IAA gibi davranan bir madde olabilecegini ifade etmesi
tizerine, TAA ile sinerjistik de g¢alisan epibrassinolidin tek basina etkisini anlamak
amaciyla fidelere epibrassinolid ile birlikte 2,3,5-triiyodobenzoik asit (TIBA)
piiskiirtiilmiistir. 10° M ya da 10"" M eBL ile birlikte TIBA uygulanan fidelerin

kotiledonlariin taze agirliklar1 kontrole kiyasla ortalama olarak yaklasik 1,3 kat artis
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gosterirken, 10° M eBL uygulanan fidelerin taze agirhklarina gore ise yaklasik 4 kat

artmugtir.
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Sekil 4.2: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki taze agirlik miktarlarinin
karsilastirilmasi (V: Vertikal)

Horizontal konumda birakilan, eBL ve eBL+TIBA ile muamele edilen fidelerin
kotiledonlariin taze agirlik miktarlar1 tespit edilmis ve elde edilen degerler asagidaki

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Horizontal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10""' M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki taze agirlik degisimi

Deney Serileri Taze Agirhik (g) / Kotiledon
Vertikal Kontrol 0,1700+0,0188
Horizontal Kontrol ust 0,0122+0,0003
alt 0,0112+0,0001
10° M eBL Horizontal ust 0,0110+0,0004
alt 0,0105+0,0004
10" M eBL Horizontal list 0,01110,0002
alt 0,0107+0,0001
10° M eBL+TIBA Horizontal ust 0,0124+0,0001
alt 0,0142+0,0003
ust 0,0123+0,0007

10"''M eBL+TIBA Horizontal

alt 0,0132+0,0001
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Sekil 4.3: Horizontal konumda, 10° M, 10™"' M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki taze agirlik miktarlariin
karsilagtirilmasi (V: Vertikal, H: Horizontal)

Yukarida Sekil 4.3 de goriildiigii gibi, vertikal konumdaki fidelerin kotiledonlarinin taze
agirhig horizontal konumdaki fidelerin alt ve iist kotiledonlarina kiyasla ¢ok ytiksektir.
Horizontal konumdaki fidelerin kontrol grubundaki alt kotiledonlarin taze agirliklar {ist
kotiledonlarn taze agirhklarindan %8 daha disiktir. Aym1 durum 10" M eBL
uygulanan horizontal fidelerin kotiledonlarinda da gbzlenmistir. Ancak, 10" M eBL
uygulanan fidelerin g bazindaki taze agirliklarimin kontrol fidelerininkinden diistik
miktarda ¢iktigi goriilmiistir. 10° M eBL uygulanan fidelerin taze agirliklar alt
kotiledonlarinda iist kotiledonlara gore %3 oraninda azalmistir. 10° M eBL+TIBA
uygulanan fidelerin iist kotiledonlarinda alt kotiledonlara kiyasla %13 oraninda, 10" M
eBL+TIBA wuygulanan fidelerin iist kotiledonlarinda ise %7 oraninda diisme
gorlilmiistiir. Tiim alt kotiledonlar ile tiim {ist kotiledonlarin ayr1 ayr1 kiyaslanmasi
durumunda bu oranlar yaklasik olarak korunmustur. 10° M eBL ve 107" M eBL
uygulanan fidelerin alt ve iist kotiledonlarinin, g bazindaki taze agirliklar1 arasinda bir
fark goriilmemistir. 10° M eBL+TIBA uygulamasi alt kotiledonlarin taze agirhgmin

artisina neden olmustur (%27).
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4.4. TOTAL KLOROFIL MiKTARINDAKI DEGIiSIKLIKLER

Vertikal konumda yetistirilen fidelerin kontrol grubu %50 senesens aninda iken kontrol
ve deney fidelerinin kotiledonlar1 hasat edilerek klorofil miktarlar1 tayin edilmistir.
Vertikal konumdaki fidelerin kotiledonlarindaki total klorofil miktarlar1 Tablo 4.4 ve

Sekil 4.4 de gosterilmistir.

Tablo 4.4: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10” M eBL+TIBA, 10""' M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total klorofil miktarinin degisimi

Deney Serileri Total Klorofil Miktari(mg.kl / kotiledon)
Vertikal Kontrol 0,0578+0,0029
10”7 M eBL Vertikal 0,0381+0,0019
10" M eBL Vertikal 0,0417+0,0041
10° M eBL +TIBA Vertikal 0,0608+0,0032
10" M eBL +TIBA Vertikal 0,0599+0,0022
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Sekil 4.4: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total klorofil miktarlarinin
karsilagtirilmasi (V: Vertikal)

Yukaridaki sekilden anlasildig: iizere, 10° M eBL uygulanan fidelerin kotiledonlarinin
total klorofil miktarlar1 kontrol kotiledonlarina gére %34 oraninda azalirken, 107" M
eBL uygulanan fidelerin kotiledonlarindaki azalma %28 olarak tespit edilmistir. Bu

sonuglardan, 10° M eBL in klorofil yikiminda daha etkili oldugu ve bu konsantrasyonda
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senesensin hizlandigr goriilmiistiir. TIBA uygulamasimin ise, klorofil yikimini

engelledigi tespit edilmistir. Bu sonuglar agsagida Sekil 4.5 deki gibi gozlemlenmistir.

Sekil 4.5: eBL ve eBL+TIBA uygulanan, vertikal konumda yetistirilen fidelerin kontrol
grubundaki kotiledonlarin ortalama yesil alan % si 50 oldugu anda, kotiledonlarinin senesens
derecelerini gosteren fotograf: A. Kontrol, B. 10° M, C. 10! M eBL, D: 10° M eBL+TIBA, E:
10" M eBL+TIBA

Vertikal konumda yetisen fidelerin kotiledonlarinin yesil alan % si 50 ye eristigi giin
hasat edilen horizontal konumdaki fidelerin kontrol ve deney kotiledonlarinin total
klorofil miktarlar1 saptanmugtir. Vertikal ve horizontal konumdaki fidelerin

kotiledonlarindaki total klorofil miktarlar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.6 da gosterilmistir.

Tablo 4.5: Horizontal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total klorofil miktarinin degisimi

Denev Serileri Total Klorofil Miktar1
y (mg.kl/kotiledon)
Vertikal Kontrol 0,0578+0,0029
Horizontal Kontrol list 0,0592:£0,0030
alt 0,0533+0,0013
10° M eBL Horizontal list 0,0508+0,0032
alt 0,0489+0,0021
10" M eBL Horizontal list 0,05410,0018
alt 0,0508+0,0007
10° M eBL+TIBA Horizontal ust 0,0595+0,0027
alt 0,0732+0,0039
st 0,0599+0,0031

10" M eBL+TIBA Horizontal

alt 0,062620,0019
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Sekil 4.6: Horizontal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total klorofil miktarlarimin
karsilagtirilmasi (V: Vertikal, H: Horizontal)

Yan yatirilan fidelerin alt kotiledonlarinin iist kotiledonlardan daha 6nce senesense
baglamast ve hizli seyretmesi, ilk olarak Saglam ve Okatan (1990) tarafindan
gbzlemlenmis olup, bu ¢alismada da tekrarlanarak teyit edilmistir. Vertikal konumdaki
fidelerin kotiledonlarinin klorofil miktarlari ile horizontal konumdaki fidelerin alt ve tist
kotiledonlarindaki klorofil miktarlar1 arasinda belirgin bir fark olusmadig: goriilmiistiir.
10° M eBL uygulanan fidelerin alt kotiledonlarindaki klorofil miktarlarinin yan
yatirilan kontrol fidelerinin alt kotiledonlarindakine kiyasla %8 oraninda azaldig tespit
edilmistir. Ayn1 grubun st kotiledonlar1 arasindaki fark ise %14 olarak saptanmistir.
10" M eBL uygulanan fidelerin alt ve iist kotiledonlar: ile yatay kontrol kotiledonlar1
arasindaki farkin da belirgin olmadigi anlagilmistir. Ancak bu farkin vertikal konumda
yetistirilen fidelerin kotiledonlarina kiyasla 10° M ve 10" M eBL uygulanan fidelerin
alt kotiledonlarda daha belirgin oldugu gorilmiistiir. (%15-%12). IAA tasinmasini
inhibe etmek i¢in eBL+TIBA uyguladiktan sonra bu fidelerin kotiledonlarindaki klorofil
miktarlari, horizontal kontrol fidelerinin kotiledonlarinin klorofil miktarlar1 ile
kiyaslanmistir. TIBA ile birlikte uygulanan eBL in iist kotiledonlar arasinda horizontal
kontrole kiyasla bir fark olusturmazken, alt kotiledonlarda belirgin bir farkla senesensi

geciktirdigi tespit edilmistir. Hatta bu farkin %37 ile en fazla 10° M eBL uygulanan
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fidelerin alt kotiledonlarinda goriilmesi dikkat ¢ekicidir. Horizontal konumdaki fidelerin
kontrol ve deney gruplar1 asagidaki sekilde gosterilmistir. Fotograflar, fideler yan

yatirildiktan sonra kars1 yonden ¢ekilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7: Vertikal kontrol grubundaki fidelerin kotiledonlarinin ortalama yesil alan % si 50
oldugu anda, horizontal konumdaki eBL ve eBL+TIBA uygulanmis fidelerin kotiledonlarinin
senesens derecelerini gosteren fotograf : A. Kontrol, B. 10° M, C. 10" M eBL, D: 10° M
eBL+TIBA, E: 10" M eBL+TIBA
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4.5. COZUNEBILIR TOTAL PROTEIN MiKTARINDAKI DEGiSIKLIKLER

Vertikal konumda yetistirilen fidelerin kontrol grubunun O.Y.A. % si 50 oldugu anda
kontrol ve deney fidelerinin kotiledonlar1 hasat edilmis ve total protein miktarlari tespit
edilmistir. Bu kotiledonlardaki total protein miktarlar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.8 de

gosterilmistir.

Tablo 4.6: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total protein miktarinin degisimi

Deney Serileri Total Protein Miktar1 (ng/kotiledon)
Vertikal Kontrol 185,2199+3,6044
10° M eBL Vertikal 159,3007+3,0083
10" M eBL Vertikal 175,8677+6,0107
10° M eBL +TIBA Vertikal 190,3030+2,5135
10" M eBL +TIBA Vertikal 188,4545+8,9143
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Sekil 4.8: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total protein miktarlarinin
karsilagtirilmasi (V: Vertikal, H:Horizontal)

Sekil 4.8 de goriildigii gibi, 10° M eBL uygulanan fidelerin kotiledonlarindaki total

protein miktarlarimin kontrol kotildonlarma gére %14 oraninda azaldigi, 10" M eBL
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uygulanan fidelerin protein miktarinda ise kontrol kotiledonlarina gore belirgin bir fark
olmadig1 tespit edilmistir (%35). Total protein miktarinin azalmasinda 10° M eBL nin
daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, eBL+TIBA uygulamasinin kontrole

gore bir fark olusturmadig tespit edilmistir.

Vertikal konumda yetisen fidelerin kotiledonlarinin senesensi %50 ye ulastig1 giin hasat
edilen horizontal konumdaki fidelerin tiim kotiledonlarinin total protein miktarlari
saptanmustir. Vertikal ve horizontal konumdaki fidelerin kotiledonlarindaki total protein

miktarlar1 agsagidaki Tablo 4.7 ve Sekil 4.9 da gosterilmistir.

Tablo 4.7: Horizontal konumda, 10° M, 10"'' M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10"' M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total protein miktariin degisimi

Deney Serileri Total Protein Miktar1 (ug/kotiledon)
Vertikal Kontrol 185,2199+3,6044
Horizontal Kontrol ust 189,0883+6,9682
alt 167,3798+5,3974
10° M eBL Horizontal st 174,0527+3,0456
alt 157,4545+3,2563
10" M eBL Horizontal ust 180,3827:£5,3662
alt 159,8419+4,7281
10° M eBL +TIBA Horizontal ust 193,3333+3,6489
alt 201,8182+6,9822
10" M eBL +TIBA Horizontal ust 189,9091+7,8685
alt 191,9480+7,9536

Asagida Sekil 4.9 dan anlasilacagi gibi, vertikal konumdaki fidelerin kotiledonlarinin
protein icerikleri ile yan yatirilan fidelerin alt ve iist kotiledonlarindaki protein igerikleri
kiyaslandiginda, vertikal kotiledonlar ile iist kotiledonlar arasinda bir fark olusmadigi
halde alt kotiledonun protein miktarinin %10 oraninda azaldig1 goriilmiistiir. 10 M eBL
uygulanan fidelerin alt kotiledonlarindaki protein miktarinin yan yatirilan kontrol
fidelerin alt kotiledonlarindakine kiyasla %6 oraninda azaldigi, her iki grubun iist
kotiledonlar1 arasindaki farkin ise %8 oraninda oldugu saptanmustir. 10"" M eBL
uygulanan fidelerin alt ve iist kotiledonlar1 ile horizontal kontrol kotiledonlari
arasindaki farkin da agik olmadigi anlasilmistir. Ancak, vertikal konumda yetistirilen

fidelerin kotiledonlar1 10® M ve 10" M eBL uygulanan fidelerin kotiledonlar: ile
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kiyaslandiginda alt kotiledonlarin daha az protein igerdikleri tespit edilmistir.
eBL+TIBA uygulanan fidelerin iist kotiledonlarindaki protein miktarlar ile, horizontal
kontrol fidelerinin iist kotiledonlarinin protein miktarlar1 arasinda bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Fakat, 10° M eBL+TIBA uygulanan fidelerin alt kotiledonlardaki protein
miktarinin yan yatirilan kotrol alt kotiledonlarinkinden %21 fazla olmasi oldukc¢a dikkat
cekicidir. Sonug olarak, TIBA uygulamasinin alt kotiledonlarda meydana gelen erken

senesensi geciktirdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.9: Horizontal konumda, 10°M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki total protein miktarlarinin
kargilagtirilmasi (V: Vertikal, H: Horizontal)
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4.6. PEROKSIDAZ AKTIiVITESINDEKIi DEGiSiKLIKLER

Vertikal konumda yetistirilen fidelerin kontrol grubu %350 senesens aninda iken
kotiledonlar hasat edilerek peroksidaz aktiviteleri saptanmis, sonuglar Tablo 4.8 ve

Sekil 4.10 da gosterilmistir.

Tablo 4.8: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10""' M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki peroksidaz aktivitesinin degisimi

Deney Serileri Peroksidaz (POD) Aktivitesi (AA / g.T.A.dKk)
Vertikal Kontrol 28,0231+3,8775
10° M eBL Vertikal 34,4964+9,9215
10" M eBL Vertikal 29,6987+4,6964
10° M eBL +TIBA Vertikal 13,5448+0,9074
10" M eBL +TIBA Vertikal 15,1007+2,0711
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Sekil 4.10: Vertikal konumda, 10° M, 10" M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10" M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki peroksidaz aktivitelerinin degigimi
(V: Vertikal)

10° M eBL uygulanan fidelerin kotiledonlarindaki POD aktivitesi, kontrol
kotiledonlarina gore en yiiksek aktiviteye sahiptir (%23 daha fazla). eBL+TIBA
uygulamasinin POD aktivitesini, kontrole gore agik bir farkla (ortalama olarak %49

oraninda) diislirdiigl tespit edilmistir.
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Vertikal konumda yetisen fidelerin kotiledonlarinin senesensi %50 oldugu giin hasat
edilen horizontal konumdaki fidelerin kotiledonlarinin peroksidaz aktiviteleri tayin

edilerek, elde edilen sonuclar agagidaki Tablo 4.9 ve Sekil 4.11 de gdsterilmistir.

Tablo 4.9: Horizontal konumda, 10° M, 10""' M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10"'' M eBL+TIBA
uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki peroksidaz aktivitesinin degigimi

Deney Serileri Peroksidaz (POD) Aktivitesi
(AA/g.T.A.dk)
Vertikal Kontrol 28,0231+3,8775
Horizontal Kontrol ust 15,8268£1,1335
alt 31,5026+1,7593
10° M eBL Horizontal list 29,1849£6,2368
alt 33,4565+6,2838
10" M eBL Horizontal list 29,1392+5,5024
alt 32,9655+6,5355
10° M eBL+TIBA Horizontal ust 21,2555£1,2578
alt 19,5424+1,8839
10" M eBL+TIBA Horizontal ust 21,6237+2,1663
alt 20,2053+1,6734
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Sekil 4.11: Horizontal konumda, 10° M, 10™""' M eBL ve 10° M eBL+TIBA, 10™'' M
eBL+TIBA uygulanan Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarindaki peroksidaz
aktivitelerinin degisimi (V: Vertikal, H: Horizontal)
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Vertikal konumdaki fidelerin kotiledonlarinin POD aktiviteleri ile yan yatirilan fidelerin
alt ve tst kotiledonlarindaki aktiviteleri karsilastirildiginda, tist kotiledonlarin
aktivitesinin %43 oraninda azaldigi, buna karsilik alt kotiledonlarda %12 oraninda
arttigr gozlenmistir. 10° M eBL uygulanan fidelerin alt kotiledonlarindaki POD
aktivitesindeki artig, yan yatirilan kontrol fidelerin alt kotiledonlarindakine oranla %6
olarak tespit edilmistir. POD aktivitesindeki artis deney iist kotiledonlarinda daha
belirginlesmistir (%84 oraninda). 10" M eBL uygulanan horizontal konumdaki
fidelerin alt ve iist kotiledonlarindaki POD aktiviteleri 10° M eBL uygulanan fidelerin
kotiledonlarindaki sonuglar ile paralellik gostermistir. Her iki konsantrasyonda da
eBL+TIBA uygulanan fidelerin alt kotiledonlarinin ya da {ist kotiledonlarimin kendi
aralarinda, sadece eBL uygulanan fidelerin kotiledonlarina kiyasla yaklasik olarak esit
oranlarda azaldigmin goriilmesi dikkat c¢ekmistir. Buna baglh olarak, TIBA

uygulamasinin alt kotiledonlardaki POD aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir.

Vertikal fidelere ait olan tiim bulgular plastokron indeks ile karsilastirilmis olup,
dogrulugu teyit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmanin ilk kisminda 10° M ve 107'" M eBL, ayrica eBL ile birlikte TIBA
uygulanan vertikal konumdaki Helianthus annuus fidelerinin kotiledonlarinda meydana
gelen senesensin diizeni zamana bagli olarak incelenmistir. Sonu¢ olarak eBL
uygulanan vertikal konumdaki deney bitkilerinin kotiledonlarinda, kontrol bitkilerinin
kotiledonlarina gore senesensin daha erken baslayip erken sona erdigi saptanmistir. eBL
ile birlikte TIBA uygulanan vertikal deney bitkilerinin kotiledonlarinda ise senesensin

geciktigi dikkat gekmistir.

Daha once yapilan g¢alismalarda, senesens sinyalinin IAA yapisinda veya TAA gibi
davranan bir madde olabilecegi lizerinde durulmustu (Saglam, 1989; Saglam ve Okatan,
1990; Cag, 1997; Cag ve dig., 2004; Goren, 2004). Steroid yapidaki eBL nin TAA ile
birlikte calistigi bilinmekle birlikte (Cohen ve Meudt, 1983; Katsumi, 1985; Eun ve
dig., 1989; Fujioka ve dig., 1998; Sasse, 1999; Miissig ve Altmann, 2003; Minorsky,
2004) BR lerin soya fasulyesi hipokotillerinde uzama ve gen anlatimini oksinden
bagimsiz olarak etkileyebildigini ortaya koyan arastiricilar da mevcuttur (Clouse ve
dig., 2002; Tanaka ve dig., 2003). Bu arastirma, bu bilgiler 1s1ginda verilerin

incelenmesi sonucunda ortaya ¢ikmustir.

eBL uygulanan vertikal deney fidelerinin kotiledonlarinda senesens meydana gelirken,
taze agirliklarinda vertikal kontrol bitkilerinin kotiledonlarina gore olduk¢a azalma
goriilmiistiir. Taze agirlik miktarinda goriilen azalmalari, zar permeabilitesinin
bozulmasi ile agiklamak miimkiindiir (Ferguson ve Simon, 1973; Goren, 2004). eBL ile
beraber TIBA uygulamasi ise taze agirliklarda biiyiik bir artisa neden olmus ve bu
durum bitkiye eBL uygulansa da oksinden yoksun olan hiicrelerde zar permeabilitesinin
bozulmadig1 seklinde yorumlanmistir. 10° M ve 10" M eBL piiskiirtiilen vertikal
deney bitkilerinin kotiledonlarindaki total klorofil miktar1 ve protein miktarlari

senesensin hizlanmasi ile azalmig, POD aktivitesi ise artig gostermistir. Total klorofil ve
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protein miktarlarindaki azalma, Saglam-Cag (2004) 1n kesik bugday yaprak
segmentlerine 10° M eBL uyguladigi deney sonuclari ile uyum gostermistir. Senesens
geciren organlarda hizlanan katabolik reaksiyonlarin artisina paralel olarak POD
aktivitesinde saptanan artiglar bu konu ile ¢alisan bazi arastiricilarin bulgular1 ile uyum
gosterirken (He ve dig., 1996; Kanazawa ve dig., 2000; Saglam-Cag, 2004) bazi
arastiricilarin bulgulari ile ¢elismektedir (Palavan-Unsal ve dig., 2004). Oksin tasinmas1
inhibe edilen ve eBL uygulanan vertikal deney serilerinde ise senesensin gecikmesine
paralel olarak total klorofil ve protein miktarlari artarken, POD aktivitelerinde azalma
tespit edilmistir. Bu sonuglar, vertikal fidelerde oksin taginmast durduruldugunda, eBL

nin etkisini gésteremedigini ortaya koymustur.

Bu arastirmanin diger kisminda ise 10° M eBL ile 10" M eBL ayr1 ayr1 ve TIBA ile
birlikte uygulanarak horizontal konumdaki Helianthus annuus fidelerinin
kotiledonlarinda meydana gelen senesensin diizeni incelenmistir. Sonug olarak, 6zellikle
10° M eBL uygulanan horizontal konumdaki deney bitkilerinin alt ve st
kotiledonlarinda, vertikal ve horizontal kontrol bitkilerinin kotiledonlarina gore
senesensin daha erken baslayip erken sona erdigi saptanmistir. eBL konsantrasyonlari
TIBA ile birlikte uygulandiginda, eBL nin alt kotiledonlarda senesensi tesvik etmedigi

aksine geciktirdigi tespit edilmistir.

Tek yonlii yer¢ekimi kuvvetinin etkisinde kalan fidelerde oksinler alt kisma tasindiklari
icin gdvde negatif gravitropik cevap vermektedir (Van Overbeek ve dig., 1945; Filner
ve Hertel, 1970; Parker ve Briggs, 1990; Park, 1998; Leyser ve Day, 2003). Sentetik ve
dogal oksinlerin senesensi geciktirdigi bilinmekle beraber (Stewart, 1949; Baker, 1983;
Srivastava, 2002), baz1 arastiricilar tarafindan senesensi hizlandirdig: ifade edilmektedir
(Mishra ve Gaur, 1980; Saglam ve Okatan, 1990; Singh ve dig., 1992; Cag ve dig.,
2004; Goren, 2004). Ayrica, BL nin gravitropik egilmeyi tesvik ettigi, bunu [AA
onciliiglinde gerceklestirdigi ve birbirleri ile karsilikli etkilesim iginde olduklari
bildirilmistir (Kim ve dig., 2000). Bu arastirmada, asag1 tasinan oksinlerin 10° M eBL
ile birlikte alt kotiledonlarda senesensi hizlandirmasi, eBL nin TIBA ile birlikte
uygulanmast durumunda ise alt kotiledonlarda senesensi geciktirmesi, oksin
yetersizliginde eBL nin senesensi tesvik etmedigini ortaya koymustur. Bu sonug, eBL

nin tek basina senesensi tesvik etmedigini bu aktivasyon i¢in oksine gereksinim



45

duydugunu gostermektedir. Elde edilen bilgiler, oksin ile eBL nin birlikte ¢alistigini
sOyleyen bazi literatiir bilgileriyle uyum saglarken (Cohen ve Meudt, 1983; Katsumi,
1985; Eun ve dig., 1989; Fujioka ve dig., 1998; Sasse, 1999; Miissig ve Altmann, 2003;
Minorsky, 2004) bazilar ile ters diigmektedir (Clouse ve dig., 2002; Tanaka ve dig.,
2003).

Bu veriler g6z Oniine alinirsa, eBL uygulanan horizontal konumdaki fidelerin alt
kotiledonlarimin {iist kotiledonlara ve kontrol fidelerinin kotiledonlarina kiyasla daha
once senesense ugramasi, eBL nin o kotiledonda biriken oksin ile etkilesimi seklinde
aciklanabilir. Hatta, yan yatirmadan bir giin once eBL nin fidelere uygulanmasi,
ozellikle 10° M eBL uygulanan deney fidelerinin iist kotiledonlarmin horizontal kontrol
iist kotiledonlarina gore daha erken senesense ugramasi, iist kotiledona da ugrayan eBL
nin oksin ile beraber etkilesim ihtimalini gliglendirmektedir. Yan yatirilan fidelerde elde
edilen tiim veriler, iist kotiledondan ya da {ist kisimlardan alt kotiledona ya da alt
kisimlara bir maddenin tasinabilecegini, hatta eBL nin de bu madde ile birlikte alt
kotiledona tasindigint ve bunun ancak oksin varliginda gergeklesebildigini ortaya

koymus, bu maddeninin oksin olabilecegine dikkat ¢ekmistir.

Vertikal ve horizontal konumdaki deney bitkilerinde, eBL nin kotiledonlarda goriilen
senesensi tesvik etmesine paralel olarak taze agirlik kaybi da artmustir. Senesens
sirasinda meydana gelen taze agirlik kaybi, arastiricilar tarafindan hiicre zarlarinin
permeabilitesinin bozulmasi seklinde agiklanmistir (Ferguson ve Simon, 1973; Goren,
2004). eBL uygulanan vertikal ve horizontal deney bitkilerinin kotiledonlarinda
meydana gelen senesens esnasinda klorofil kaybinin arttig1 saptanmistir. Bu durumu,
oksin varligida eBL nin klorofil yikimini arttirmasi ile agiklamak miimkiindiir. Yapilan
arastirmalar, eBL nin klorofil yikimimi tesvik ettigini gostermistir (Li ve dig.,1996;

Vardhini ve Rao, 2002).

Bu arasgtirmada, onemli senesens parametrelerinden biri olan protein miktarindaki
degisimler incelenmistir. Tablo 4.6, Sekil 4.8, ve Tablo 4.7, Sekil 4.9 da gorildiigii gibi
total protein miktarlar1 senesens siireci esnasinda azalma gostermistir. eBL ile birlikte
TIBA uygulamasi, senesensi geciktirirken protein miktarini artirmistir. Sadece eBL

uygulanan deney bitkilerinin erken senesense ugramis olan alt kotiledonlarinda protein
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miktar1, vertikal kontrol bitkilerin kotiledonlar1 ve horizontal kontrol bitkilerin iist
kotiledonlarma gore daha azdir. Gravitropizmanin protein igerigi iizerine etkisi bazi
arastiricilar tarafindan incelenmistir (Oputa ve Mazelis, 1977; Bara, 1977). Bara (1977),
total protein miktarinda artis meydana gelmedigini kaydetmistir. Senesens sirasinda
proteinlerin bir kismu siirekli olarak sentez edilirken bir kismi1 da yikilmaktadir. Bu iki
siire¢ arasindaki denge bitkinin senesens gibi gelisimsel evresine, i¢ ve stres gibi dis
faktorlere gore degismektedir. Dokularda yasa bagli olarak proteinlerin azaldigi da
bilinen bir gercektir (Anderson ve Rowan, 1965). Bitki, senesens evresine ge¢gmeden
once proteolitik enzimlerin sentezinin bagladig1 tespit edilmistir (Martin ve Thimann,
1972; Drivdahl ve Thimann, 1977). Ancak, senesens sinyalinin olusumu i¢in protein

sentezine gereksinim vardir (Thayer ve dig., 1987).

Bu calismada POD aktiviteleri de senesens siireci igerisinde artig gostermistir.
Yapraklarina ve hipokotiline eBL uygulanan horizontal deney bitkilerinin erken
senesense ugrayan alt kotiledonlarindaki POD aktiviteleri, vertikal kontrol kotiledonlar1
ve horizontal kontrol iist kotiledonlarinkine gore daha yiiksek ¢ikmistir. eBL nin TIBA
ile birlikte uygulanmasi ise eBL nin etkisini ortadan kaldirmig ve POD aktivitesini
distirmistiir. POD aktivitesi, total protein ve klorofil igerigi ile negatif korelasyon
gostermektedir. Bu sonuglar, senesens sirasinda peroksidaz aktivitesinin arttigini ifade
eden literatiirler ile uyum gostermektedir (He ve dig., 1996; Kanazawa ve dig., 2000;

Saglam-Cag, 2004).

Senesens ile ilgili caligmalar yapan arastiricilar, yaprak senesensini tesvik eden 6zel bir
sinyal ya da sinyallerin varligin1 arastirmislardir. Bazi arastiricilar, fotosentezin ilk
tiriinleri oldugu i¢in sekerlerin diizeyinin sinyallesme sistemin bir pargasi olabilecegini
savunmaktadir (Quirino ve dig., 2000). Yaprak senesensi silirecinde kloroplastlar,
muhtemelen hayvanlarda goriilen programli hiicre dliimiinde mitokondrinin tstlendigi
role benzer diizenleyici bir rol almaktadir. Kloroplastlardaki fotosentetik verimin ya da
membran biitiinliiglinlin azalmasina neden olan yaslanma ya da stres kosullari, senesens

programini baglatan sinyaller zincirine dahil olabilir.

Bitkilerin yer¢ekimi uyartisina cevap verdikleri bilinmektedir. Bitkilerde, yer¢ekimi

kuvvetini algilayabilen ve fizyolojik degisimlere doniistiirebilen bir sistem mevcuttur
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(Unal, 1987). Bitkilerin gravitropizma ile ilgili hormonal diizenini inceleyen ¢alismalar
gozden gecirildiginde bu konunun agiklanabilmesi i¢in ¢esitli fikirler ileri siirtilmiistiir.
Juniper (1977) ve Audus (1979), yatay konuma getirilmis olan bir bitki organinin alt ve
ist yarilar1 arasinda asimetrik hormon dagilimini incelemislerdir. Oksinin horizontal
(yatay) durumdaki fidelerin gévdelerinin alt kisminda arttig1; tist kisimda ise azaldig1 ve
govdenin yukariya dogru yoneldigi bilinmektedir (Leyser ve Day, 2003). Saglam ve
Okatan (1990) da benzer sekilde ayg¢igegi fidelerini yan yatirmig, alt kotiledonda
meydana gelen senesensin iist kotiledonlardakinden daha 6nce ve daha hizli bir sekilde
gergeklestigini  saptamistir. Bu farki, yercekiminden kaynaklanan asimetrik oksin
dagilimi ile agiklamistir. Daha sonra oksinin horizontal (yatay) durumdaki fidelerin alt
kisminda arttig1; iist kisminda ise azaldigi ve gévdenin yukariya dogru yoneldigi Park
(1998) tarafindan da ortaya konmustur. Oksinin tesvik ettigi bazi yanitlarin BR ile
sinerjistik olarak artirildigi, bu iki hormonun da bitki gelisim siirecinde birbirlerini
etkiledikleri bilinmektedir (Katsumi, 1985; Eun ve dig., 1989; Kim ve dig., 1990;
Fujioka ve dig., 1998; Sasse, 1999; Miissig ve Altmann, 2003; Minorsky, 2004).
Nitekim, Meudt (1987) BR uygulamasinin fasulye hipokotillerinin gravitropik yanitini
arttirdigin1 ortaya koymustur. Domates hipokotillerinde BR nin gravitropik yaniti
artirmast  (Park, 1998), BR lerin govde gravitropizmasinin dilizenlenmesine
katilabilecekleri fikrini giiclendirmistir. Ayrica, BL nin tesvik ettigi gravitropik
egilmenin IAA onciiliigiinde gergeklestigi ve BL nin gravitropik yanit sirasinda oksin
ile karsilikli etkilesim i¢inde oldugu bildirilmistir (Kim ve dig., 2000). Gravitropik
yanitin aktivasyonu, bir polar oksin taginma inhibitorii olan 2,3,5-triiyodobenzoik asitin

uygulanmasi ile inhibe edilmistir.

Bu arastirmada, yan yatirilan ve eBL uygulanan deney fidelerinin alt kotiledonlarinda
iist kotiledonlara kiyasla daha erken senesens meydana gelmesi; TIBA ile birlikte
uygulanan eBL nin aksine alt kotiledonlarda iist kotiledonlara kiyasla senesensi olduk¢a
geciktirmesi ve list kotiledonlarin daha 6nce senesense ugramasi, BR lerin gravitropik
yanit i¢in oksin-aracili bir siirece katildigina isaret etmektedir. Nitekim, IAA nin neden
oldugu gravitropik yanit esnasinda BR diizeyinin arttig1 bulunmustur (Park, 1998). Yan
yatirilan fidelere TIBA uygulamasi ile alt kotiledonlarda oksin yoklugunda senesens
gecikmis, bu sonuglar oksinin senesensi geciktirdigini ifade eden literatiirler ile ¢eliski

gostermistir (Stewart, 1949; Baker, 1983; Srivastava, 2002). Ayni zamanda bu
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bitkilerde eBL nin asimetrik dagilimi go6zoniine alindiginda alt kotiledonlarda
senesensin olduk¢a gecikmesi, eBL nin oksin yoklugunda tek basina senesensi tesvik
etmedigini aksine senesensi geciktirdigini ortaya koymustur. Elde edilen veriler, eBL
nin senesensi geciktirdigi yoniindeki arastirmalar ile uyum gostermektedir (Srivastava,

2002).

Yaprak senesensini diizenleyen siirecin aydinlatilmasi, senesens olgusunun temelini
olusturan biyolojiyi ve bitkinin yasam dongiislinii anlamamiz agisindan biiylik dnem

tasimaktadir.
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