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ONSOZ

Gliniimiizde degisen ¢evre kosullarinin etkisiyle daha fazla stres kosulu bitkileri
etkilemektedir. Ozellikle s6z konusu stres sartlarina maruz kalan ekin bitkilerinin
fizyolojik cevaplarinin bilinmesi gelecekte tarimin siirdiiriilebilirligi agisindan
oldukca 6nemlidir. Bitki gelisiminde onemli rolii olan giberellik asitin ¢oklu stres
kosullarinda, bitkilerde gesitli fizyolojik fonksiyona sahip olan GABA metabolizmasi
ve antioksidan savunma sistemi hakkinda ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Bu ¢alismada
tarimsal agidan olduk¢a Onemli bir bitki olan Phaseolus vulgaris L. (Fasulye)
bitkisinin tuz ve kuraklik stres kosullarinda antioksidan savunma sistemi ve GABA
metabolizmasindaki degisiklikler incelenmistir. Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan
desteklenen 1137885 numarali “Coklu Stres Kosullarina Maruz Birakilan Farkli
Fasulye Cesitlerinde Giberellik Asit Uygulamasinin Bitki Savunma Sistemi ve
GABA Metabolik Yoluna Etkilerinin Arastirilmasi” baglikli proje kapsaminda
gerceklestirilmistir.
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OZET

TUZ VE KURAKLIK STRES KOSULLARINA MARUZ BIRAKILAN
PHASEOLUS VULGARIS L. (FASULYE) BIiTKIiSINDE GIBERELLIK ASIT
UYGULAMASININ GABA VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMINE
ETKIiSININ BELIRLENMESI

Tuzluluk ve kuraklik diinyada bitki verimliligini azaltan onemli cevresel stres
faktorleridir. Bu nedenle, ozellikle tarimsal agidan onemli olan bitkilerin stres
kosullarina kars1 olusturduklart mekanizmalarin anlasilmasi tiretkenligi artirmak igin
olduk¢a oOnemlidir. Fakat, ¢oklu abiyotik stres kosullarina kars1 bitkilerin

olusturduklart savunma mekanizmalar1 ve Y-aminobutirik asit (GABA)
metabolizmasi arasindaki iliski heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada,
tuzluluk ve kuraklik stres kosullarina maruz birakilan Phaseolus vulgaris L.
bitkisinde giberellik asit (GA) uygulamasinin oransal su icerigi (OSI), klorofil
miktari, antioksidan savunma sistemi, malondialdehit (MDA) ve GABA miktari
lizerine etkileri incelenmistir. Tuz ve kuraklik ¢oklu stres kosullarinda GA’nm OSI
tizerine olumlu etkisinin oldugu, bununla birlikte toplam klorofil igeriginde belirgin
degisiklige neden olmadigi belirlendi. GA uygulamalarinda siiperoksit dismutaz
(SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerinde belirgin degisiklik olmadigi,
katalaz (KAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerinin ise kontrol grubuna gore
azaldigr gozlendi. Tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumda GABA
miktarinda artis oldugu, bununla birlikte GA uygulamasinin GABA miktarinda
belirgin degisiklige neden olmadig belirlendi. Tuz ve kuraklik stres kosullarinda GA
uygulamasinin MDA miktarini azalttigi gézlendi. Bu ¢alismadan elde edilen verilere
gore, ¢oklu stres kosulunda fasulye bitkisinde gibberellik asitin antioksidan savunma
sisteminde etkilerinin oldugu, fakat GABA metabolizmasinda 6nemli degisiklige
neden olmadigi bu nedenle o6zellikle stres kosullarinda farkli bitki hormonlar ve
GABA arasindaki iliskinin c¢alisilmast ile GABA metabolizmasinin daha fazla
aydinlatilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Antioksidan Enzimler, Kuraklik, Tuzluluk, Gibberellik Asit,
GABA, Phaseolus vulgaris L.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF GIBBERELLIC ACID ON GABA
AND ANTIOXIDANT DEFENCE SYSTEM IN PHASEOLUS VULGARIS L.
(BEAN) PLANTS EXPOSED TO SALT AND DROUGHT STRESSES

Drought and salinity are important environmental stress factors which reduce the
plant productivity all around the world. Therefore, understanding the mechanisms of
crop plants against abiotic stress conditions is very important to increase the
productivity. However, the defence mechanisms of plants against multiple abiotic
stress conditions and the the relation between GABA metabolism are still unknown.
In this study, the effects of gibberellic acid (GA) on RWC, chlorophyll content,
antioxidant defence system, malondialdehyde (MDA) and GABA contents were
investigated in Phaseolus vulgaris L. plants exposed to salinity, drought and
combined stress conditions. In salt and drought stress conditions, GA had positive
impact on RWC, however GA did not cause significant changes in total chlorophyll
content. In GA applications, it was observed that CAT and GR activities were
decreased compared to the control plants, however significant differences were not
found in SOD and APX activities. GABA was increased by high salt concentration,
however GA application did not cause any significant changes in GABA content.
GA application decreased MDA content in salt and drought stress conditions.
According to the data obtained from this study, in multiple stress conditons, GA had
effects on defence mechanism in bean plants, but GA did not cause any significant
changes in GABA metabolism. Therefore, it is thought that studying the relationship
between different plant hormones and GABA in stress conditions, could clarify
GABA metabolism particularly.

Keywords : Antioxidant Enzymes, Drought, Salinity, Gibberellic Acid, GABA,
Phaseolus vulgaris L.
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1. GIRIS

Tuzluluk ve kuraklik {ilkemizde ve diinyada oldukg¢a 6nemli ¢evresel sorunlardir ve
bitki metabolizmasini olumsuz yonde etkilemektedir (Saeidi-Sar vd., 2013). Bitkiler
s0z konusu stres faktorlerine maruz kaldiklarinda enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidan savunma sistemlerini gelistirmektedir (Gill vd., 2010). Strese yanit
olarak uyarilan Y-aminobutirik asit (GABA), ozellikle son yillarda dikkat ¢eken

onemli bir metabolittir (Kinnersly ve Turano, 2000; Bouche ve Fromm, 2004).

GABA, prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda yaygin olarak bulunan protein
olmayan dort karbonlu bir aminoasittir (Shelp vd., 1999). GABA, sitozolik pH’in
diizenlenmesi, TCA dongiisii, azot ve karbon metabolizmasi, bdceklere karsi
savunma, oksidatif strese kars1 koruma, ozmotik diizenleme gibi fizyolojik yanitlarda
gorev almaktadir (Bouche ve From, 2004; Yolcu vd., 2013). Daha onceki yillarda
yapilan c¢alismalar sonucu, bitkilerde abiyotik stres toleranst ile GABA

metabolizmasi arasinda énemli bir iliski oldugu tespit edilmistir (Bouche vd., 2003).

Giberellik asit (GA), bitki biiyiime ve gelisiminde gbrev alan tohum g¢imlenmesi,
yaprak genislemesi ve ¢igeklenmeyi kontrol eden bir bitki hormonudur. Giberellik
asit biyosentezi, gelisimsel ve c¢evresel olarak kontrol edilmektedir. Tuz stresinde
giberellik asitin bitki dokularinda iyon dagilimi ve depolanmasini, stres toleransi ile
iligkili olan poliaminlerle diizenledigi bildirilmektedir. Fakat giberellik asitin tuz
toleransini indiikledigi hakkindaki bilgilerin yetersiz oldugu bildirilmistir (Igbal ve
Ashraf, 2013).

Diinya niifusunun protein agisindan beslenme kaynagi olarak olduk¢a 6nemli bir
bitki olan Phaseolus vulgaris L. (fasulye), diger baklagillere gore kuraklik ve
tuzluluk stresine nispeten duyarlilik gostermektedir (Lazcano ve Lovatt, 1999;
Hnatuszko-Konka vd., 2014). Bu nedenle fasulye bitkisinde tuzluluk ve kurakligin
etkilerinin bilinmesi, gelecekteki tarimin siirdiriilebilirligi agisindan oldukg¢a

Onemlidir.



Bu ¢alismanin amaci, tuz ve kuraklik streslerine maruz birakilan, tarimsal agidan
onemi olan Phaseolus vulgaris L. (fasulye) bitkisine giberellik asit uygulamasinin
bitki savunma sistemi ve GABA metabolik yoluna etkileri ve GA uygulanan fasulye
bitkilerinde tuzluluk, kuraklik ve ¢oklu stres kosullarinin uyardigi oksidatif strese
karst savunma sisteminin olusturabilecegi tolerans derecesinin ve GABA’nin

savunma sistemindeki etkisinin belirlenmesidir.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Gamma Aminobiitirik Asit (GABA)

Gamma aminobiitirik asit (GABA), dort karbonlu protein yapisinda olmayan, amino
asit havuzu i¢inde yer alan 6nemli serbest bir bilesendir. GABA, prokaryotik ve
Okaryotik organizmalar arasinda olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Hayvanlarin
merkezi sinir sisteminde 6zellikle agr1 ve anksiyete hafifleten baskin bir inhibitor
norotransmitter maddedir ve kan basinci, kalp hiz1 gibi kardiyovaskiiler islevlerin
diizenlenmesinde 6nemli goérevleri bulunmaktadir (Shelp vd., 1999; Li vd., 2010).
Fizyolojik ve genetik aragtirmalar sonucu bitkilerin GABA reseptdrlerine sahip
oldugu ve bu reseptorlerin hayvanlardaki reseptorler ile benzerlik gosterdigi

bilinmektedir (Kinnersly ve Turano, 2000).

GABA’nin bitkilerdeki iglevi hala tartigilmasina ragmen, ¢evresel uyartilarin ¢oguna
kars1 yanit sirasinda hiicre seviyesinde birikmesi dikkat ¢ekmektedir (Kinnersly ve
Turano, 2000; Bouche ve Fromm, 2004). Daha once yapilan ¢aligmalar, GABA’ ’nin
bitkilerde biyotik ve abiyotik streslere kars1 hizli ve yiiksek oranda {iretildigi
bildirilmektedir (Kinnersly ve Turano, 2000; Bouche ve Fromm, 2004). Bununla
birlikte, son yillarda GABA’nin 6zellikle sinyal molekiil roliine odaklanilmigtir
(Bouche ve Fromm, 2004). GABA, stres yanitt olarak sitosolik pH degerini
diizenleyerek azot metabolizmasina katilmaktadir ve oksidatif hasara karsi sinyal

koruma molekiilii olarak gorev almaktadir (Al-Quraan vd., 2013).



2.2 GABA'nin Sentez Yolu

GABA, temel olarak sitozolik glutamat dekarboksilaz (GAD) aktivitesi ile 5
karbonlu bir molekiil olan L-glutamattan sentezlenir (Renault vd., 2010) (Sekil 2.1).

glutamat Y- amino butirik asit

(GABA)

glutamat dekarboksilaz
07 (GAD)

Sekil 2.1: Glutamat dekarboksilaz (GAD) aktivitesi ile GABA sentezi (Jorgensen,
2005).

Bitkiler ve hayvanlarda GABA sentezi, mitokondri ve sitozolde benzer sekilde
gerceklesmektedir (Renault vd., 2010). Glutamat dehidrogenaz (GDH), glutamat
katabolizmasinda ilk olarak gorev yapan geri doniisimlii olarak calisabilen bir

enzimdir. GABA yolaginda esas olarak 3 enzim gorevlidir:

Glutamat  dekarboksilaz ~ (GAD), glutamatin geri  doniisiimsiiz  olarak

dekarboksilasyonu ile GABA’y1 olusturur. GABA daha sonra mitokondriye taginir.

GABA transaminazlar (GABA-TK, a-ketoglutarat bagimli GABA aminotransferaz;
GABA-TP, piruvat bagimli GABA aminotransferaz), GABA’nin siiksinik

semialdehide doniistimiinii katalizler.

Siiksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH), siiksinik semialdehiti indirger ve

stiksinat olusturulur. Siiksinat daha sonra TCA dongiisiine katilir (Bouche ve Fromm,

2004) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Bitkilerde GABA metabolik yolu ve diizenlenmesi (Bouche ve Fromm,
2004).

Siiksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH) aktivitesi, ATP ve NADH tarafindan
inhibe edebilmektedir. Siiksinil CoA sentetaz ve a-ketoglutarat dehidrogenaz, TCA

dongiisiinde gorevlidir ve oksidatif strese karsi duyarlidir. Siiksinik semialdehit,
stiksinik semialdehit reditktaz (SSR) araciligiyla Y-hidroksibiitirik asite (GHB)

indirgenebilir (Sekil 2.2). SSR hayvanlar ve bitkilerde sitozolde bulunmaktadir,

hayvanlarda ayrica nérotransmitter oldugu bilinmektedir (Bouche ve Fromm, 2004).

Stres kosullarinda Ca*?/kalmodulin tarafindan diizenlenen sitozolik enzim olan GAD
ve mitokondriyal GABA-T ve SSADH gorev yapmaktadir (Snedden ve Fromm,
1999).

Bitkilerde GABA,; glutamat dekarboksilaz ile kataliz edilen geri doniisii olmayan
glutamat a-dekarboksilasyon reaksiyonu ile sentezlenirken, poliamin bozunma yolu
ile de sentezlenmektedir. Poliamin ilk once diamin oksidaz tarafindan v-
aminobutiraldehide doniistiiriilerek daha sonra aminoaldehit dehidrogenaz tarafindan
GABA sentezi ger¢eklesmektedir (Yin vd., 2014). Bununla birlikte tuz stresi sonucu



GABA olusumunun sadece GAD aktivasyonu ile degil, tohumda bulunan diamin
oksidaz ve aminoaldehit dehidrogenaz tarafindan da gergeklestigi bildirilmektedir
(Yinvd., 2014).

2.3 Bitkilerde Stres Metabolizmasinda GABA'nin Rolii

Bitkilerde stres, bir sinyal iletisim yolu baslatir. Artan sitozolik Ca*?, glutamat
dekarboksilaz aktivitesi ve GABA sentezini aktivite etmektedir (Shelp vd., 1999)
(Sekil 2.3).

A __' b
i J-P’f ( ['-}-. - NADH + sH
I 1 Krl.hs

PN
[Glu]t ™, Ca?*/CaM

Sekil 2.3: GABA’nin biyotik ve abiyotik stres kosullarinda diizenlenmesi, hiicre i¢i
ve hiicreleraras1 taginimi.

Stres, sitozolik Ca*¥/kalmodulin, H* ya da glutamat miktarlarini artirarak GABA’nin
glutamat dekarboksilaz araciligiyla iretilmesini diizenlemektedir (a) Stres,
NAD:NADH oranim1 azaltabilir, bu oranin azalmasi siiksinik semialdehit
dehidrogenaz aktivitesini inhibe eder ve siiksinik semialdehit birikimi gergeklesir, bu
durum GABA transaminazi inhibe etmektedir (b) Stres, GABA’nin ve diger
bilesiklerin hiicre igine tasimnimini artirmaktadir (¢c) GABA birikimi ayn1 zamanda
mitokondriye (d) ve hiicreden digina tasinimin azalmasindan da kaynaklanmaktadir
(e). AAP amino asit permeaz; CaM, kalmodulin; GAD, glutamat dekarboksilaz;
ProT, prolin tasiyicisi; SSA, siiksinik semialdehit (Shelp vd., 1999) (Sekil 2.3).

Strese yanit olarak hiicre ig¢i Ca*? depolarindan sitozole Ca*? salimr ve
Ca*?/kalmodulin miktar1 artmaktadir. Artan Ca*’/kalmodulin ve stresle birlikte

vakuolden sitozole salman H® glutamat dekarboksilazin aktive olmasmna neden
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olmaktadir. GAD, optimum pH 5.8’de aktivite gostermektedir (Kinnersly ve Turano,
2000).

Bitkilerde GABA miktarinin farkli streslere yanit olarak onemli olgiide arttigini
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Shelp vd., 1999; Snedden ve Fromm, 1999).
Triticum aestivum (Bugday) (Bartyzel vd., 2003), Phaseolus vulgaris (fasulye)
(Raggi, 1994), Glycine max (soya fasulyesi) (Simon-Sarkadi vd., 2006), Arabidopsis
thaliana (Allan vd., 2008), Sesamum indicum (susam) (Bor vd., 2009) bitkilerinde
kuraklik stresi ile GABA diizeylerinde belirgin artis oldugu bildirilmistir.

Tuz stresi kosullarinda ise Lycopersicon esculentum (domates) kok ve yapraklarinda
(Bolarin vd., 1995), Sesamum indicum (susam) (Bor vd., 2009) ve A. thaliana
yapraklarinda (Allan vd., 2008) stres uygulamasinin erken asamalarindan itibaren
GABA miktarinin uyarildigr vurgulanmistir. Bununla birlikte oksijen yetersizligi,
donma, sicaklik, tuzluluk ve kuraklik streslerine maruz kalan bitki dokularinda hizli
bir sekilde GABA biriktirildigi vurgulanmaktadir (Kinnersly ve Turano, 2000).
E.coli ile yapilan bir ¢alismada ise benzer sekilde stres uygulamasi sonucu glutamat
dekarboksilaz aktivitesinin uyarildigi ve GABA iretildigi bildirilmistir (lyer vd.,
2002).

Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir ¢alismada ise GABA metabolizmasindaki
mutasyon sonucu mayanin HyO;’e daha duyarlt oldugu belirtilmistir (Bouche” vd.,
2003). Arabidopsis bitkisinde de benzer sekilde siiksinik semialdehit dehidrogenazin
mutasyonu ile H,O;’in etkili olarak siiptiriilemedigi bildirilmistir (Bouche ve Fromm,
2004). Ayrica kuraklik ya da tuz stresinde indiiklenen prolin miktar1 ile prolin-
GABA tasiyict proteinlerinin  strese karsi savunmada ortak rol oynadigi

vurgulanmaktadir (Bouche ve Fromm, 2004).

GABA, inhibitor bir ndrotransmitter oldugundan dolay1, bitkilerin herbivorlar gibi
biyotik strese karsi GABA iirettikleri bilinmektedir. Bitkilerde GABA diizeylerinin
mekanik uyar1 ve yaprak ile temas halinde de arttigi bildirilmistir (Ramputh ve
Bown, 1996; Bown vd., 2002).



2.4 Giberellik Asit (GA3)

Gibberellinler (GA) bitki hormonlarimin bir sinifi olup bitki biliylimesi ve gelisimi
tizerinde Onemli etkilere sahiptir (Hooley, 1994). GA, ilk olarak piring bitkisine
patojen olan Gibberella fujikuroi mantarindan izole edilmistir. Bununla birlikte GA,

diger mantar ve bakteriler tarafindan da sentezlenebilmektedir (MacMillan, 2002).

Gliniimiizde bilinen gibberellin ¢esitleri, bitki tiirlerinden elde edilerek 6zellikleri
belirlenmistir. Tarimsal ag¢idan Onemli olan gibberellin hormonu, ¢ogunlukla
Gibberella fungusundan fermantasyon yoluyla izole edilmektedir. GA3, ticari amagh
kullanilan en yaygin giberellindir (Giileryiiz, 1982; Walsh, 2003; Westwood, 1993).

Gibberellinler yaprak, ¢igek ve tohum gelisimi, kok uzamasi ve tohum g¢imlenmesi
dahil bitki biliyiime ve gelisiminin ¢esitli asamalarin1 kontrol etmektedir (Hopkins,
1995; Yamaguchi, 2008). Bununla birlikte, GA diizeyleri ve stres yaniti arasinda
belirli bir korelasyon oldugu ve GA'nin strese karsi korumada énemli rol oynadigi
bildirilmistir (Vettakkorumakankav vd., 1999). GAz’nin, tuz miktarin1 diizenleyen

proteinler tizerinde dnemli bir etkisi oldugu vurgulanmaktadir (Wen vd., 2009).

Digsal olarak diisiik konsantrasyonda GAjz; uygulamasi, savunma mekanizmasini
gelistirerek tibbi bitkilerin aktif madde diizeyleri i¢in potansiyel bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir (Jaleel vd., 2007). Yapraktan uygulanan GAz’nin bitki gelisimini
arttirdigl vurgulanmaktadir (Sadowska vd., 1984). GAz’nin distan uygulanmasinin
ayrica kuraklik stresinin etkilerini azalttig1 bildirilmistir (Kaya vd., 2006). Bununla
birlikte baz1 konsantrasyonlarda GAsz uygulamasinin, asir1 kok uzamasi ve verimin

diismesine neden olabilecegi belirtilmektedir (Neumaier vd., 1987).
2.5 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Bitkiler, kuraklik, tuzluluk, sicaklik, radyasyon, mineral eksikligi veya fazlalig1 gibi
abiyotik streslerin yan1 sira bakteri, viriis, mantar, parazit, yararl ve zararli bocekler
ve zararli otlar gibi biyotik streslere maruz kalmaktadir (Pardo, 2010). Biyotik ve
abiyotik stres faktorleri, bitkilerin fotosentez ve solunum metabolizmasinda yer alan
elektron tasima sisteminin isleyisini bozarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretiminde

artisa neden olmaktadir. Bu nedenle bitki hiicrelerinin kloroplast, mitokondri ve



peroksizomlari aktif oksijen tilirlerinin 6nemli hiicre i¢i treticileridir (Mittova vd.,

2002; Halliwell ve Gutteridge, 2006; Gill vd., 2010) (Sekil 2.4).

Tuz, UV, kuraklik, Klf)fOpIast,.

agir metal vb. M't°k°.“d"z

abiyotik stresler Peroksizom ve
diger kaynaklar

ROS
(0,7,'0,, OH", H,0, v5 )
—
=
OKSIDATIF
HASAR

Hiicre dlumi

Sekil 2.4: Abiyotik stres ile ROT iiretimi ve etkileri (Gill vd., 2010).

ROT, oksidatif strese neden olarak protein, lipid, karbonhidrat, DNA hasari,
mitokondride aerobik solunumun bozulmasi ve litik enzimlerin aktive olmasina
neden olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2006; Gill vd., 2010). ROT, atmosferik
oksijenin kismen indirgenmis formlaridir. Oksijenin uyarilmasi sonucu singlet
oksijen (‘0,) ya da oksijene bir, iki veya ii¢ elektron transferi ile siiperoksit radikali
(02*), hidrojen peroksit (H,0,), ya da hidroksil radikali (OH®) olusmaktadir
(Mittler, 2002) (Sekil 2.5 ).

Tekli oksijen (*Oy), klorofilin uyarilmis hali nedeniyle P680 reaksiyon merkezinde
ve elektron tasima zincirinde asir1 yiliklenme oldugunda 151k yakalama
komplekslerinde iiretilmektedir (Asada, 2006). 'O, lipid peroksidasyonu ve
dokularda hasara yol a¢maktadir (Moller vd., 2007; Triantaphylides vd., 2008).
Stiperoksit radikali, kloroplastlarda ve mitokondride meydana gelmektedir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksidin en 6énemli gidericisidir ve SOD aktivitesi
sonucunda hidrojen peroksit (H,O;) olusmaktadir. SOD aktivitesinin iiriinii olan

hidrojen peroksit, APX veya KAT tarafindan H,O ve O'e doniismektedir. Hidroksil



radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olusmaktadir (Gill vd., 2010) (Sekil 2.5).

siiperoksit peroksit
radikali iyonu
, e - e 2-
singlet oksijen dioksijen
H’l 2H+l
Fe?
. ﬁ H
HOZ Hzoz fenton Reaksiyonu OH
perhidroksil hidrojen
radikali peroksit

Sekil 2.5: Enerji transferi ile ROT tiretimi (Gill vd., 2010).

Toksik etki gosteren ROT’lardan korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemi ile reaktif oksijen tiirleri siipiiriilerek oksidatif strese
kars1 koruma saglanmaktadir (Ashraf, 2009; Gill vd., 2010). Siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (KAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
rediiktaz (GR), ROT siipliren antioksidan enzimlerdir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak askorbik asit, glutatyon, karetenoid ve tokoferoller gérev
almaktadir (Ashraf, 2009) (Cizelge 2.1).

Yiiksek bitkilerde hiicre i¢ginde ROT iiretim yerleri ve ROT siipiiriilme mekanizmasi

Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1: Hiicre iginde ROT {iretimi ve detoksifikasyon mekanizmasi (Scandalios,

1993).
Enzimatik Enzimatik
Subseliiler Aktaf O Aktf O3 Siipiirme Uriinler Olmavan
Lokasvon Tiirlerinin | Turlerinin Sistemleri Siiptirme
Tipi Kavnag: Sistemleri
Kloroplast | Siiperoksit PSII SOD H,O: Karotenoid
Enzimik APX Dehidroaskorbat | Ksantofiller
H>O: GSH
NADP~
Mitokondri | Superoksit SOD H;0;
Elektron POX H-O
H,O, Tasmimi KAT O3
ve Enzimik
Sitozol Siiperoksit SOD H>0-
KAT H>O
H;Ol Enzimik POX Og
Peroksizom H-.0> Fotorespirasvon | KAT H,O
O2

H;O2'min hiicre icinde birikimi katalaz ya da askorbat-glutatyon dongiisii ile
onlenmektedir. APX, askorbat-glutatyon dongiisiinde hidrojen peroksidi suya
indirgemekle gorevlidir. Bu sirada askorbat, monodehidroaskorbata (MDHA) okside
olmaktadir. MDHA, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) tarafindan askorbata
doniistiiriilmektedir. Bununla beraber MDHA'nin iki molekiilii enzimatik olmayan
yol MDHA ve (DHA) doniistirilmektedir. DHA,

dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan askorbata indirgenmektedir. Bu

ile dehidroaskorbata

reaksiyondan sonra rediikte glutatyon (GSH), DHAR'n etkisi ile okside glutatyona
(GSSG) doniistir ve GSSG, GR tarafindan GSH'a geri indirgenmektedir (Shalata vd.,
2001, Shigeoka vd., 2002) (Sekil 2.6).

l HZO

Cu'? Fe
OH-< Tt dengiss—] i DHA
o
< 2%
S,
3 A
=3
K / NADP*
H20 ©
7 B
N G
- "5
“Ig NADPH
%0,+H,0 # H,0+GSSG
OH'

Sekil 2.6: ROT ve antioksidan savunma mekanizmalar1 (Gill vd., 2010).
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Yiiksek antioksidan enzim aktivitesine sahip olan bitkilerin oksidatif hasara karsi
daha fazla dirence sahip oldugu bildirilmektedir (Saed-Moucheshi vd., 2014).
Bununla birlikte ROT, ayn1 zamanda bazi genlerin ekspresyonunu etkileyen ve bu
nedenle biliylime, hiicre dongiisii, programlanmis hiicre Oliimii, abiyotik stres
tepkileri, patojen savunma, sistemik sinyalizasyon gibi ¢ok sayida islemi kontrol
etmektedir (Gill vd., 2010). ROT ayni1 zamanda sinyal iletiminde ikincil haberci
olarak da gorev almaktadir (Foyer ve Noctor, 2005).

Stres kosullarinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan mekanizma ile
stiptiriilebilmesi bitki verimliligi a¢isindan oldukca Snemlidir. Giiniimiizde stresi
daha fazla tolere edebilen bitkilerin eldesi, gelecekteki tarimin siirdiiriilebilirligi
acisindan oldukca Onemlidir. Bu nedenle stres sirasindaki fizyolojik cevaplarin
bilinmesi gereklidir. Ozellikle goklu stres kosullarinin bitki savunma sistemi {izerine
fizyolojik etkileri hakkindaki caligmalar daha sinirlidir. Bu nedenle ¢oklu stres
kosullariin bitkiler iizerine etkisinin belirlenmesi giliniimiiz ve gelecek i¢in dnem
teskil etmektedir. Bu calismada tuz ve kuraklik stres kosullarina maruz birakilan
Phaseolus vulgaris L. (Fasulye) bitkisine giberellik asit uygulamasinin, antioksidan

savunma sistemi ve GABA metabolizmasina  etkileri  arastirilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Bitki Yetistirme Kosullari

Eskigehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisii Midiirligii’nden temin edilen

Phaseolus vulgaris L. cv. Akman 98 fasulye bitkisinin tohumlart % 5 NaOCI

soliisyonunda Yiizey strerilizasyon islemi sonrasinda ¢imlenmeye birakildi. Cimlenen

tohumlar perlit igeren saksilara ekilerek 26°C/22°C giindiiz gece sicakliginda 16/8

saat aydinhik karanhk uygulanarak % 65-70 nem arahginda 175 pmol m? s 1s1k
siddetinde iklim kabininde (RUMED 3501) yetistirildi. Bitkiler %2 oraninda Hoagland

¢ozeltisi ile sulanarak 5 hafta sonunda Hoagland soliisyonu i¢inde 1 hafta boyunca 0,

100, 200 mM NaCl ve/veya % 10 Polietilen glikol 6000 (PEG) ve/veya 0.1 mM GA

cozeltileri Cizelge 3.1°de belirtilen deneme deseni seklinde uygulandi.

Cizelge 3.1: P. vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisine uygulanan deneme deseni.

Deneme | Kontrol | Tuz Kuraklik | Tuz ve | GA GA + | GA + | GA + Tuz
Deseni | Grubu Kuraklik Tuz Kuraklik ve Kuraklik
Omek | 123 | (100 | P°EG) | (100 mM | 192021 | (GA+100 | (GAFPEG) | (GA+100
No mM 10.11.12 | NaCI+PEG) mM 28.29.30 mM
NaCl) 13.14.15 NaCl) NaCI+PEG)
456 222324 31.32.33
(200 (2000 mM (GA+200 (GA+200
mM NaCI+PEG) mM mM
NaCl) 16.17.18 NaCl) NaCI+PEG)
7.8.9 25,2627 343536
Hasat islemi gerceklestirildikten hemen sonra yapraklarda oransal su igerigi

belirlendi ve yaprak ornekleri 0.2, 0.3, 0.5 ve 1 g olarak tartilarak

dondurulup -80 ‘C’de analizlere kadar sakland.

S1vl azotta



3.2 Oransal Su I¢erigi Analizi

Yapraklardaki oransal su icerigi (OSI), hasat giinii yapraklardan esit biiyiikliikte
diskler alinarak agirlik dl¢iimii yapildiktan sonra bir gece boyunca 4 °C’de deiyonize
suda birakildi ve yapraklarin turgorlu agirhiklart olgiildii. 70 °C’de 8 saat
kurutulduktan sonra kuru agirlik elde edildi. Oransal su igerigi asagidaki formiil

yardimiyla hesaplandi (Zhang vd., 2013).
OSI (%)= (YA-KA)/(TA-KA) x 100% (3.1)
3.3 Klorofil Analizi

Toplam klorofil icerigi spektrofotometrik olarak Arnon (1949)’a gore
gerceklestirildi. 0,3 g yaprak dokusu sivi azotta ezilerek 15 mL tiiplere aktarildi. 5
mL %80 aseton eklenerek tiip karistirildi ve karanhkta 1 gece bekletildi. 4 °C’de 15
dakika 3000 rpm’de santrifiijlendikten sonra supernatan yeni bir santrifiij tiipiine
aktarildi. Toplam klorofil miktar1 %80 aseton kor olarak kullanilarak

spektrofotometrik olarak dl¢tildii ve asagidaki formiile gore hesaplandi.

Chl a+b (mg/g) =[8.02 x A663+20.20 x A645] x /1000 x W (3.2)
(V, ekstraktin mL hacmi; W, g taze yaprak) (Zhang vd., 2013).
3.4 Antioksidan Enzim Analizleri

0,5 g yaprak ornegi, 1 mM EDTA ve %2 polivinilpolipirolidon (PVPP) iceren 50
mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7.8) homojenize edildi. APX aktivite 6lglimi,
homojenizasyon tamponuna 2 mM askorbat ilave edilerek gerceklestirildi. Ornekler
12000 g’de 20 dakika 4°C’de santrifiijlendikten sonra supernatan, enzim aktivitesi ve
protein igerigi analizlerinde kullanildi. Toplam protein icerigi, Bradford (1976)’a
gore bovine serum albumin standarti kullanilarak belirlendi. Spektrofotometrik
analizler spektrofotometrede (T80+UV-VIS Spectrometer PG Instruments)
gerceklestirildi. Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi Beuchamp ve
Fridovich (1971)’e gore 33 uM NBT, 10 mM L-metiyonin, 0.66 mM EDTA ve
0.0033 mM riboflavin igeren 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.8) 10 dakika
1s1kta inkiibe edildikten sonra 560 nm’de 6l¢iim gergeklestirildi. 1 {inite SOD enzimi,

NBT’nin %350 inhibisyonuna karsilik olarak (mg protein) ' olarak hesaplandi.
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Katalaz (KAT; EC 1.11.1.6) aktivitesi, Bergmeyer (1970)’¢ gore 240 nm’de
H,0;2’nin azalma oranina gore 6l¢iildi. 1 mM EDTA ve % 3 H;0, iceren 50 mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) iceren reaksiyon karigimmna enzim ekstrakti
eklenmesi ile reaksiyon baglatildi. 1 unite KAT enzimi 1 umol H,O, azalmasina gore
hesaplandi. Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi, Nakano ve Asada
(1981)’e gore 290 nm’de gerceklestirildi. 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0),
0.5 mM askorbat, 0.1 mM EDTA, 1.2 mM H,0; igeren reaksiyon karigimina enzim
ekstrakt: eklendikten sonra absorbans azalmasima gore €, 2.8 mM ' cm ' kullanilarak

! olarak hesaplandi. Glutatyon

1 unite enzim, 1 pmol (mL okside askorbat)™' dk
reduktaz (GR, EC 1.6.4.2) aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)’e gore
gerceklestirildi. 25 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.8), 5 mM GSSG, 1.2 mM
NADPHNay igeren reaksiyon karigimina enzim ekstrakti eklenip 340 nm’de 6l¢iim
gerceklestirildi. NADPH icin £=6.2 mM 'cm ' kullanilarak 1 unite enzim 1 pmol
(mL okside GSSG) ™' min~' olarak hesaplandi. Spesifik enzim aktiviteleri unit (mg

protein) ' olarak ifade edildi.
3.5 GABA Analizi

GABA miktar1, Bor ve ark. (2009)’e gore baz1 degisiklikler yapilarak HPLC (Agilent
1200) ile belirlendi. 0.5 g yaprak oOrnegi sivi azot ile dondurulup 3 mL
su:kloroform:metanol (3:5:12,v/v/v) soliisyonunda homojenize edilerek 10000 g’de 4
°C’de santrifiij edildi, sonra supernatan kurutuldu. Kurutulan érnek, 100 pL su, 150
uL Boraks tamponu (pH 8) ve 250 uL tiirevlendirme maddesi 2-hidroksinaptaldehit
(HN) (metanol icinde % 0,3 w/v) icinde ¢oziilerek karistm 80°C’de su banyosunda
30 dakika boyunca 1s1tildi ve oda sicakliginda sogumasi beklendi. Son hacim 1 mL
metanol eklenerek elde edildi. Ornekler filtreden (MILLEXFH 25 mm PHOBIC
PTFE.45 um NS) gegirildikten sonra HPLC ile Supelco LC18; (250 mm x 4.6 mm,
2.5 um) kolonda 330 nm’de UV dedektor ile analiz edildi. Hesaplamalar, saf GABA
standartlar1 ile karsilastirilarak gergeklestirildi. GABA analizinle ilk olarak farklh
konsantrasyonda GABA standart1 hazirland1 ve 6rneklerin tiirevlendirildigi sekilde 2-
hidroksinaptaldehit (HN) ile tiirevlendirilip inkiibasyon isleminden sonra HPLC ile
analiz edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: HPLC (Agilent 1200) cihazinin genel goriiniisii.

Ik yapilan GABA standart calismalar1 Sekil 3.2°de belirtilmistir. Literatiir bilgisine

gore akis hiz1 0,5 mL min™ olarak belirtilen énceki calismalarda istenilen pikin 12.

dakikada goriildiigi bildirilmistir. Fakat caligmamizda literatiirdeki ayni sartlarin

saglanmasina ragmen istenilen pik 26. dakikada elde edildi (Sekil 3.2).

Acg. Instrument : UPLC Location : P1-A-02
Injection Date : B/23/2014 10:36:12 AM Inj : 1
Inj Volume : 20.000 pl
Method : C:A\CHEM3ZA\INDATANOZLEM 2014-08-28 10-04-21%GABAL .M (Sequence Msthod)
Last changed : Bf28/2014 10:04:21 EM
DAD1 B, Sig=254 4 Ref=330,100 (OZLEM 2014-08-28 10-04-21\1AB-0201.0)
mal o o
] =
300
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Sekil 3.2: GABA standart analizi (Enjeksiyon hacmi 20 uL, akis hiz1 0,5 mL min'l).

Literatiirde akis hiz1 0,5 mL min™ belirtildigi i¢in akis hiz1 oncelikle bu sekilde

uygulandi. Fakat metotda degisiklige gidilerek akis hiz1 0,5 mL min™ yerine 1 mL

min™ olarak caligma gergeklestirildi. 1 mL min™t akis hizi ile istenilen pik yaklasik

12. dakikada elde edildi. Bu nedenle sonraki g¢alismalarda alikonma zamani 30

dakikadan 16 dakika olarak degistirilip, iki analiz arasi siire (postrun:5 dKk)

uygulandi. GABA standart analizinde Ozellikle en diizglin standart egriyi elde

edebilmek i¢in ¢ok sayida deneme yapildi.
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Fasulye ornekleri ile ¢alisma gergeklestirildiginde ise pikde kuyruklanma elde edildi
(Sekil 3.3). Bununla birlikte farkli bitkilerle de denemeler yapildi fakat benzer
sekilde kuyruklanma tespit edildi.

Acq. Instrument : UPLC Location : P1-A-82
Injection Date : 11/17/2014 10:35:41 AM Inj : 1
Inj Volume : 26.888 pl
Method : C:\CHEM32\1\DATA\OZLEM 2014-11-17 18-17-48\GABA1l.M (Sequence Method)
Last changed : 11/17/2814 10:17:48 AM
DAD1 B, Sig=254.4 Ref=330,100 (OZLEM 2014-11-17 10-17-48\1AB-0201.D)
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Sekil 3.3: Phaseolus vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki GABA
analizi (Kontrol grubu,enjeksiyon hacmi 20 uL, akig hizi 1 mL min™).
Pikde kuyruklanma analiz sonuglarinda hataya neden olan istenilmeyen bir durum
olmasi nedeniyle, bu durumun ¢o6ziimii icin calisildi. Cozeltilerin polaritesi ile
degisiklikler yapilip farkli sekilde denemeler gerceklestirildi. Fakat kuyruklanmanin
bu durumdan dolayr olmadigi1 enjeksiyon hacminin degistirildigi sonraki ¢aligmalar
neticesinde belirlendi. Literatiirde enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirtildigi i¢in ilk
denemelerde s6z konusu enjeksiyon hacmi uygulandi. Fakat enjeksiyon hacmi 10 pL
yapildiginda kuyruklanmanin azaldig tespit edildi. Akis hiz1 1 mL min™ ve alikonma
zamant 20 dakika olarak analize devam edildi. Pik benzer sekilde yaklasik 12.
dakikada elde edildi (Sekil 3.4).
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Acq. Instrument : UPLC Location : P1-A-@8
Injection Date : 11/19/2014 12:31:47 PM Inj : 1
Inj Volume : 18.888 pl
Method : C:\CHEM32\1\DATA\OZLEM 2014-11-19 18-85-16\GABA1.M (Sequence Method)
Last changed : 11/19/2014 18:85:15 AM by OZNUR
DAD1 B, Sig=254 4 Ref=330,100 (OZLEM 2014-11-19 10-05-16\1AH-0301.D)
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Sekil 3.4: Phaseolus vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki GABA
analizi (Kontrol grubu,enjeksiyon hacmi 10 uL, akig hiz1 1 mL min™).

Kuyruklanmanin az miktarda devam etmesinden dolayr sonraki caligmalarda
enjeksiyon hacmi 5 pL olarak analiz gergeklestirildi. S6z konusu degisiklikler ile
elde edilen piklerde kuyruklanma goriilmedi. Analizi desteklemek igin fasulye bitkisi
disinda farkli bitkilerden GABA analizi yapildi ve pikde hacim 5 pL oldugunda
kuyruklanmanin gériilmedigi net bir sekilde belirlendi (Sekil 3.5). Tiim 6rnekler bu

sekilde analiz edildi. Orneklerdeki GABA miktarlan GABA standartlar1 ile
karsilastirilarak hesaplandi.
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Injection Date : 11/20/2014 1:15:14 PM Inj : 1
Inj Volume : 5.808 pl
Acqg. Method ¢ C:\CHEM32\1\DATA\OZLEM 2014-11-20 ©9-26-32\GABA1.M
Last changed : 11/20/2014 9:26:31 AM by OZNUR
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\GABA1.M
Last changed : 11/20/2014 9:26:31 AM
DAD1 B, Sig=254,4 Ref=330,100 (OZLEM 2014-11-20 09-26-32\1BC-1201.D)
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Sekil 3.5: Phaseolus vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki GABA
analizi (Kontrol grubu,enjeksiyon hacmi 5 uL, akis hizt 1 mL min™).

3.6 Malondialdehit Analizi

Lipid peroksidasyonunun belirteci olan malondialdehit (MDA) analizi i¢in 0,2 g
yaprak Ornegi sivi azotta homojenize edildikten sonra tizerine 5 mL % 0,1(w/v)
trikloroasetik asit soliisyonu (TCA) eklenip 12 000 g’de 10 dakika santrifiijlendi. 1
mL supernatan % 20 (w/v) TCA igeren % 0,5 (w/v) tiobarbiitirik asit (TBA)
soliisyonu ile reaksiyona sokularak karistm 96°C’de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra 12 000 g’de 10 dakika santrifiijlenerek, 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede
UV dedektor ile olgiim yapildi. MDA igerigi 155 (mmol/L) tikkenme katsayisi
kullanilarak hesaplandi (Carmak ve Horst, 1991; Zhang vd., 2013).

3.7 istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz SPSS12 kullamlarak yapildi. Her bir analiz i¢in 3 tekrar kullamildu.
Stres kosullarina maruz birakilan bitkiler ve kontrol bitkiler arasindaki farkliliklar

LSD testi yapilarak tek yonlii varyans analizi ANOVA ile ger¢eklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Oransal Su icerigi

Stres kosullar1 ve GA uygulamalarinda Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin
yapraklarindaki oransal su igerigi (OSI) miktarinda meydana gelen degisimler Sekil
4.1°de verilmistir. Oransal su igerigi, en yiiksek olarak kontrol grubunda goézlendi.
Tuzluluk, 6zellikle 200 mM NaCl ve kuraklik uygulamalarinin oransal su igerigini
kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde azalttigr belirlendi (p<0,05).Tuzluluk ve
kurakligin bir arada oldugu ¢oklu stres kosulunda da oransal su igeriginin kontrol
grubuna gore azaldigi gézlendi. Giberellik asit uygulamasinin ise oransal su igerigini
diger stres uygulamalarina gore artirdig1 ve ¢oklu stres kosulunda da giberellik asitin
oransal su igeriginde olumlu etki yaptigi belirlendi (p<0,05). Kontrol grubu ile
ozellikle 200 mM NaCl, PEG, PEG+100 mM NaCl, PEG+200 mM NaCl ve
GA+PEG+200 mM NaCl uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.1: Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki oransal su
icerigi (OSI) (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NaCl; P:PEG;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+200 mM NaCl; GA:Giberellik
asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NaCl; GA+200:Giberellik
asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG; GA+P+100:Giberellik
asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik asit+PEG+200 mM
NaCl).



Tuzluluk ve kuraklik, diinyada tarimsal verimliligi smirlayan 6nemli abiyotik
streslerdir (Bray, 1993; Chitteti ve Peng, 2007). Tuz stresi; iyon toksisitesi, besin
eksikligi, biliylime inhibisyonu, verim azalmasi ve hatta bitki 6liimlerine neden
olmaktadir (Wen vd., 2009). Kuraklik kosullarinda, toprak ve bitkinin su potansiyeli
azalir ve daha ileri safhalarda stomalarda kapanma, turgor basincinda azalma, yaprak
gelisiminde inhibisyon ve fotosentez oraninda azalma meydana gelmektedir (Monti
vd., 1986). Bununla birlikte, GA3z’nin tuz stresinde tuz diizenleyici metabolitlerin

olusturulmasiyla yararl bir etki gosterdigi rapor edilmistir (Wen vd., 2009).

Oransal su igerigi (OSI), bitki biiyiimesi i¢in olduk¢a énem tasimaktadir. Tuz stresi
uygulanan Oryza sativa (Tuna vd., 2008; Mostofa vd., 2014), Nicotiana sylvestris
(Akgay vd., 2012) bitkilerinde OSI miktarmin azaldigi, Kuraklik stresi uygulanan
domates genotiplerinde ise OSI miktarmin kurakliga dayanmikli Lycopersicon
peruvianum bitkisinde degismezken, L.esculentum Dbitkisinde azaldigi rapor
edilmistir (Unyayar vd., 2005). P. vulgaris bitkisi ile yapilan bir calismada ise benzer
sekilde PEG uygulamasi ile zamana bagl olarak OSI miktarinda azalma oldugu,
bununla birlikte kurakliga dayamkli P. acutifolius bitkisinde PEG uygulamasi ile OSI
miktarinda 6nemli bir degisiklik olmadig1 bildirilmistir (Tirkan vd., 2005).

Onceki yapilan caligmalara paralel olarak bu ¢alismada, P. vulgaris cv.Akman 98
bitkisinin yapraklarinda 200 mM NaCl, PEG, tuz+PEG ve GA+PEG+200 mM NaCl
uygulamalarinda OSI miktar1 kontrol grubuna goére belirgin sekilde azalmustir.
Bununla birlikte GA uygulamasinin stres kosullarinda, GA+PEG+200 mM NaCl
uygulamas1 disinda, OSI miktarina olumlu etki gosterdigi, fakat kontrol grubuna
yakin degerler gozlenmistir. Bu nedenle tuz ve PEG stres uygulamalarinda, GA’nin
OSI miktar1 iizerine olumlu etkisinin oldugu sdylenebilir. Calismamiza paralel olarak
Tuna vd. (2008), yapraktan uygulanan GAs’nin tuzlulugun olumsuz etkilerini

azalttigini rapor etmistir.
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4.2 Toplam Klorofil Miktar:

Stres kosullari ve GA uygulamalarinda P. vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin
yapraklarindaki toplam klorofil miktar1 Sekil 4.2’de verilmistir. P. vulgaris
cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki en yiiksek toplam klorofil miktar1, kontrol
grubunda belirlendi. Tuzluluk, kuraklik ve coklu stres uygulamalarinin toplam
klorofil miktarini kontrol grubuna gore belirgin sekilde azalttigi gozlendi. Giberellik
asit uygulamasinda ise klorofil miktari, istatistiksel olarak kontrol grubuna yakin
olarak belirlendi. Bununla birlikte, ¢oklu stres kosulunda (PEG+100 mM NaCl)
giberellik asitin klorofil miktar1 iizerine olumlu etkisi oldugu, fakat tuz
konsantrasyonu yiiksek oldugunda (PEG+200 mM NaCl) klorofil miktarinda belirgin
bir azalmanin oldugu goézlendi. Uygulama gruplar1 arasinda ve kontrol grubu ile
ozellikle PEG+100 mM NaCl ve GA+PEG+200 mM NaCl uygulamalari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.2: Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki toplam
klorofil miktar1 (K:Kontrol; 100:100 mM NacCl; 200:200 mM NaCl;
P:PEG; P+100:PEG+100 mM NacCl; P+200:PEG+200 mM NacCl;
GA:Giberellik asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NacCl;
GA+200:Giberellik asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG;
GA+P+100:Giberellik asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik
asit+PEG+200 mM NacCl).

Tuz stresinin olumsuz etkilerinden biri de fotosentezin siirlanmasidir. Tuz stresi
uygulanan P. vulgaris (Saeidi-Sar vd., 2013), Oryza sativa (Mostofa vd., 2014),
Gossypium hirsutum (Zhang vd., 2014), Solanum tuberosum (Gao vd., 2015),

Triticum aestivum bitkilerinde toplam klorofil miktarinin tuz konsantrasyonuna bagl
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olarak azaldigi (Al-Quraan vd., 2013) bildirilmistir. Kuraklik stresi uygulanan
L.esculentum bitkisinde ise toplam klorofil igerigi azalirken, kurakliga dayanikli
L.peruvianum bitkisinde belirgin degisiklik olmadig1 vurgulanmistir (Unyayar vd.,
2005). Kuraklik stresi uygulanan farkli fasulye genotiplerinde ise toplam klorofil
iceriginin onemli dl¢iide azaldig belirtilmistir (Terzi vd., 2010). Onceki yapilan
calismalara paralel olarak bu ¢alismada bitki biiyiime ve gelisimi i¢in 6nem tasiyan
toplam klorofil igeriginin, tuz ve PEG uygulamalarinda azaldigi, bu azalmanin

Ozellikle PEG+100 mM NaCl uygulamasinda belirgin oldugu gézlenmistir.

Zea mays bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, benzer sekilde tuz stresi ile klorofil
miktarinda azalmanin oldugu, bununla birlikte GA uygulamasinin klorofil miktarinda
olumlu etkiye neden oldugu bildirilmistir (Tuna vd., 2008). Calismamizda, tuz ve
PEG ile GA uygulamasmin toplam klorofil miktarinda belirgin degisiklige neden
olmadig1 belirlendi. Cipollini vd., (1997) ise GA3 uygulamasinin bitki biiylimesi
acisindan olumlu etkilerinin oldugunu vurgulamistir, fakat ¢alismamizda P. vulgaris
cv.Akman 98 bitkisinde, tuz ve kuraklik stres kosullarinda GA’nin toplam klorofil
icerigi lizerine kontrol grubuna goére belirgin degisiklige neden olmadigi, ayrica
GA+100 mM NaCl, GA+200 mM NaCl ve GA+P+200 mM NaCl uygulamalarinda
toplam klorofil iceriginin belirgin sekilde azaldig1 gozlendi. Bu durumun ¢oklu stres
uygulamasindan kaynaklanabilecegi sOylenebilir. Calismamiza paralel olarak, tuz
stresinde Brassica juncea bitkisinde GA uygulamasmin klorofil igerigini azalttig
bildirilmistir (Shah, 2007).

4.3 Antioksidan Enzim Aktivitesi
4.3.1 SOD aktivitesi

Stres kosullari ve GA uygulamalarinda P. vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin
yapraklarindaki SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.3’de
verilmistir. SOD aktivitesinin PEG+100 mM NaCl ve GA+PEG+100 mM NaCl
uygulanan gruplarda, kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlendi. En diisiik
SOD aktivitesi, GA+PEG uygulanan bitkilerde gozlendi. Tuz ve kuraklik
uygulamalarinin SOD aktivitesi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak belirgin
farklilik olmadigi, giberellik asit uygulamasinin da benzer sekilde oldugu belirlendi.
Bununla birlikte GA+200mM NaCl ve giberellik asit ve kuraklik uygulamasinin
SOD aktivitesini kontrol grubuna gore belirgin sekilde azalttigi gozlendi (p<0,05).
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Uygulama gruplar arasinda (PEG+100 mM NaCl, GA+PEG ve GA+PEG+100 mM
NaCl) istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.3: Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki SOD
aktivitesi (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NacCl; P:PEG;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+200 mM NaCl; GA:
Giberellik asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NaCl;GA+200:
Giberellik asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik  asit+PEG;
GA+P+100:Giberellik asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik
asit+PEG+200 mM NacCl).

Bitkiler yasamlar1 boyunca biyotik ve abiyotik stres faktorleri ile karsilastiklarinda
hiicresel savunma sistemi ile strese yanit vermektedir (Gill vd., 2010; Gill ve Tuteja,
2014). Stres kosullarinda bitki metabolizmasina 6nemli zararlar veren ROT
dretilmektedir. SOD, APX, KAT ve GR, antioksidan savunma mekanizmasinda
gorev alan, ROT siipiiriici enzimlerdir. SOD, hiicrelerde hasara neden olan
stiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiim reaksiyonunu
katalizler. Olusan hidrojen peroksit, eger siipiiriilmez ise hiicrelerde ¢esitli hasarlara
neden olur. APX ve KAT ise hidrojen peroksidi oksijen ve suya doniistiiriir
(Scandalios, 1993; Shalata vd., 2001, Shigeoka vd., 2002).

Terzi vd., (2010), farkli fasulye gesitlerinin reaktif oksijen tiirlerini temizlemek igin
farkl1 antioksidan enzim aktivitesine sahip olduklarmni rapor etmistir. Wang vd.,
(2009) da benzer sekilde tuzluluk ve kuraklik kosullarinda yonca bitkisinin
canliligin1 korumasi i¢in antioksidan enzimlerin 6nemini vurgulamistir. Tiirkan vd.,
(2005) kurakliga dayanikli P. acutifolius bitkisinin, kurakliga hassas olan P. vulgaris

bitkisine gore yiiksek antioksidan enzim aktivitesi ile oksidatif hasara kars1 daha iyi
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koruma mekanizmasina sahip oldugunu belirtmistir. Boylelikle stres sonucu

olusabilecek reaktif oksijen tiirlerinin temizlenebilmesi saglanabilmektedir.

Onceki yapilan calismalarda, tuz stresi uygulanan Gossypium hirsutum (Zhang
vd.2014), Oryza sativa (Mostofa vd., 2014), Solanum tuberosum (Gao vd., 2015) ve
Phaseolus vulgaris (Talaat, 2015) bitkilerinde SOD aktivitesinde artis oldugu
bildirilmistir. Farkli fasulye genotipleriyle yapilan bagka bir caligmada ise P. vulgaris
bitkisinde tuza toleransli genotipin daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu,
bu sekilde tuz stresinden daha az etkilendigi ve SOD aktivitesinin tuz toleransi ile
kuvvetli bir sekilde iliskili oldugu vurgulanmistir (Jebara vd., 2005). Jebara vd.,
(2005) da benzer sekilde tuz stresi altinda yiiksek SOD enzim aktivitesi ile stresin
olumsuz etkilerinden koruma saglanabildigini vurgulamistir. Farkl bitki organlari ile
yapilan bir ¢alismada ise SOD aktivitesinin nodiillere gore koklerde daha yiiksek
oldugu, bununla birlikte nodiil SOD aktivitesinin tuz stresi ile arttigi, kok SOD
aktivitesinin ise azaldigi belirtilmistir (Jebara vd., 2005). Calismamizda ise P.
vulgaris cv.Akman 98 bitkisinde tuz stresinde SOD aktivitesi kontrol grubuna gére

belirgin degisiklik gostermemistir.

PEG uygulanan Cucumis sativus (Liu vd., 2009) ve Brassica napus (Mirzaee vd.,
2013) bitkilerinde kuraklik stresi sonucunda SOD aktivitesinin arttigi bildirilmistir.
Kuraklik stresi uygulanan L.esculentum ve L. peruvianum bitkilerinde kontrol
grubuna kiyasla SOD aktivitesinin arttigr belirtilmistir (Unyayar vd., 2005).
Kurakliga dayanikli P. acutifolius bitkisinde ise PEG uygulamasi ile SOD
aktivitesinin uygulamanin 7. ve 14. giintinde artt1g1, fakat P. vulgaris bitkisinde SOD
aktivitesinin 7. giinde arttig1, 14. giinde azaldig: bildirilmistir (Tiirkan vd., 2005).
Sesamum indicum bitkisi ile yapilan bir ¢alismada da SOD aktivitesinin 7. giinde
artarken, 21. giinde azaldig1 rapor edilmistir (Koca vd., 2007). Kuraklik stresinin bazi
P.vulgaris genotiplerinde ise SOD aktivitesinde artisa neden oldugu, bununla birlikte
baz1 genotiplerde SOD aktivitesinde 6nemli bir degisiklik gozlenmedigi belirtilmistir
(Terzi vd., 2010). Calismamizda ise PEG uygulamasinin SOD aktivitesinde kontrol
grubuna gore belirgin degisiklige neden olmadigi gozlenmistir. Bu nedenle
calismamizda P.vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinde tuzluluk ve kuraklik stres

kosullar1 altinda, SOD aktivitesi bakimindan etkili olmadigi sdylenebilir.
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Tuz ve PEG uygulanan Medicago sativa bitkisinde (Wang vd., 2009) ve balkabagi
genotiplerinde (Kusvuran vd., 2013) SOD aktivitesinde artis oldugu bildirilmistir.
Misir bitkisinde ise tuz stresinin SOD aktivitesinde belirgin bir artisa neden oldugu,
giberellik asit ve tuz uygulamasinin ise SOD aktivitesinde kontrol grubuna goére
belirgin degisiklige neden olmadig1 vurgulanmistir (Tuna vd., 2008). Calismamizda
ise Ozellikle GA+PEG uygulamasinda SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore
azaldig gozlenmistir. Tibbi bitkiler ile yapilan bir ¢alismada, GA uygulamasimin kok
ve yaprakta SOD, APX, KAT aktivitelerini artirdigi ve GA’nin antioksidan
potansiyeli ve alkoloid {iretimi igin faydali olabilecegi vurgulanmistir (Jaleel vd.,
2007). Calismamizda ise PEG+100 mM NaCl ve GA+PEG+100 mM NaCl
uygulanan grupta SOD aktivitesinde kontrol grubuna gore artis belirlenmistir. Bu

artisin tuz stresinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3.2 KAT aktivitesi

Stres kosullart ve GA uygulamalarinda P. vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin
yapraklarindaki KAT aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.4’de
verilmistir. Tuz ve kuraklik uygulamalarinin KAT aktivitesinde kontrol grubuna gore
artisa neden oldugu gozlendi. Coklu stres uygulamalarinda ise PEG+100 mM NaCl
uygulamasinin KAT aktivitesini kontrol grubuna gore artirdigi gozlenirken, tuz
konsantrasyonu arttiginda PEG+200 mM NaCl uygulamasinda KAT aktivitesinde
azalma belirlendi. Giberellik asit uygulamalarinda ise KAT aktivitesinin kontrol
grubuna gore azaldigi oOzellikle bu azalmanin GA+PEG+200 mM NaCl
uygulamasinda daha belirgin oldugu goézlendi. Kontrol grubu ile tuz, kuraklik ve
giberellik asit ile uygulanan tuz ve kuraklik uygulamalari arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).

26



14 - 3 cv.Akman 98
12 - a 3
_ ab
- = 10 A
a2
£Es b
z2 - cd cde
o W i cde
= £ 6
< = cdef def
=
= ef f
2 -
0

* & T & B S /R H B
RO q@*ﬁ’a"’?\“@ X AP

Sekil 4.4: Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki KAT
aktivitesi (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NacCl; P:PEG;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+2000 mM NaCl;
GA:Giberellik asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NaCl;
GA+200:Giberellik asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG;
GA+P+100:Giberellik asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik
asit+PEG+200 mM NacCl).

Tuz uygulamasi ile Phaseolus vulgaris, Medicago sativa (Tejera Garcia vd., 2007),
P. vulgaris (Tejera Garcia vd., 2007), Oryza sativa (Mostofa vd.,2014) ve Gossypium
hirsutum (Zhang vd., 2014) bitkilerinde yapraktaki KAT aktivitesinin inhibe oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte tuz stresi uygulanan P. vulgaris (Talaat, 2015),
Solanum tuberosum (Gao vd., 2015) bitkilerinde KAT aktivitesinin belirgin bir
sekilde arttigi vurgulanmaktadir. Medicago sativa bitkisinde ise tuz stresi ile
stirgiinde KAT aktivitesinde belirgin artis oldugu, fakat bununla birlikte kokte
onemli degisikligin olmadig1 vurgulanmistir (Wang vd., 2009). Kuraklik stresinde
Phaseolus genotiplerinde (Terzi vd., 2010), Cucumis sativus (Liu vd., 2009) ve
Brassica napus (Mirzaee vd., 2013), Lycopersicon esculentum ve L. notabilis
(Unyayar ve Cekic, 2005) bitkilerinde KAT aktivitesinde artis gozlendigi
belirtilmistir. Kuraklik stresi uygulanan domates bitkisinde ise KAT aktivitesinin
L.esculentum  bitkisinde azalirken, kuraklik stresine dayanikli L. peruvianum
bitkisinde arttig1 bildirilmistir (Unyayar vd., 2005). P. acutifolius ve P. vulgaris
bitkilerinde ise PEG uygulamasi ile KAT aktivitesinin kontrol grubuna gére belirgin
degisiklik gostermedigi, bununla birlikte tuza toleransl olan tiirde KAT aktivitesinin
P.vulgaris’e gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Tiirkan vd., 2005). Tuz ve
kuraklik  stresinde ise balkabagi genotiplerinde KAT aktivitesinin arttig
belirtilmistir (Kusvuran vd., 2013).
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Calismamizda tuz, PEG, PEG+100 mM NaCl uygulamalarinda KAT aktivitesinde
kontrol grubuna gore belirgin artis gozlendi. Bununla birlikte 100 mM NacCl
uygulamasinda KAT aktivitesinin 200 mM NaCl uygulamasina gore daha yiiksek
oldugu belirlendi. GA uygulamalarinda ise KAT aktivitesinde kontrol grubuna gore
belirgin azalma oldugu gozlendi. Bu azalmanin &zellikle GA+ 200 mM NaCl ve
GA+PEG+200 mM NaCl uygulamalarinda belirgin oldugu belirlendi. Bu durumun
tuzun yiiksek konsantrasyonundan kaynaklanabilecegi sOylenebilir. Ayrica, GA ve
stres arasinda bir iliski oldugu ve GA miktarinin stres korumasinda onemli rol
oynadigr bilinmektedir (Vettakkorumakankav vd., 1999). Fakat c¢alismamizda

GA’nin KAT aktivitesini s6z konusu stres kosullarinda indiiklemedigi gézlendi.

4.3.3 APX aktivitesi

Stres kosullar1 ve GA uygulamalarinda P. vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin
yapraklarindaki APX aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.5°de
verilmigtir. Tuz ve PEG uygulamalarinin APX aktivitesini kontrol grubuna gore
belirgin sekilde artirdigi belirlendi. Coklu stres olarak NaCl ve PEG bir arada
uygulandiginda APX aktivitesinin kontrol grubuna goére azaldigi fakat yakin
degerlerde oldugu gozlendi. Giberellik asit uygulamasinda ise APX aktivitesinin
kontrol grubuna gore azaldigi belirlendi. GA ile birlikte tuz ve kuraklik
uygulandiginda genel olarak APX aktivitesinin kontrol grubuna yakin degerlerde
oldugu, bununla birlikte GA+PEG+200 mM NaCl uygulamasinda APX aktivitesinin
kontrol grubuna gore arttig1 gozlendi. Gruplar arasinda ve kontrol grubu ile 100 mM
NaCl, 200 mM NaCl, PEG ve GA+PEG+200 mM NaCl uygulamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.5: Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki APX
aktivitesi (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NaCl; P:PEG,;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+200 mM NacCl;
GA:Giberellik asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NacCl;
GA+200:Giberellik asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG;
GA+P+100:Giberellik asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik
asit+PEG+200 mM NacCl).

Tuz stresi ile Sesamum indicum (Koca vd., 2007) bitkisinde APX aktivitesinin arttig1,
Gossypium hirsutum bitkisinin yapraklarinda ise azaldigi bildirilmistir (Zhang vd.,
2014). Bununla birlikte tuz uygulamasiyla nodiiler APX aktivitesinin de 6nemli
Olgiide inhibe oldugu belirtilmistir (Jebara vd., 2005). Kuraklik stresi uygulanan
L.esculentum ve L. peruvianum bitkilerinde ise APX aktivitesinin kontrol grubuna
kiyasla azaldig1 bildirilmistir (Unyayar vd., 2005). Medicago sativa bitkisinin farkli
genotiplerinde ise 200 MM NaCl ve PEG uygulamalarinin siirgiin ve koklerinde APX
aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir (Wang vd., 2009).

PEG uygulanan Cucumis sativus (Liu vd., 2009), Brassica napus (Kanola) (Mirzaee
vd., 2013) bitkilerinde APX aktivitesinde belirgin artisa neden oldugu bildirilmistir.
Tirkan vd., (2005), P.vulgaris bitkisinde PEG uygulamasi ile APX aktivitesinin
kontrol grubuna gore azaldigi, fakat kurakliga toleransli P. acutifolius bitkisinde
stresin 14. giinlinde APX aktivitesinin arttigini bildirmistir. Farkli P.vulgaris
genotipleri ile yapilan baska bir ¢caligmada ise kuraklik stresi ile APX aktivitesinde
artts oldugu vurgulanmistir (Terzi vd., 2010). Tuz ve kuraklik stres uygulamasinin
balkabagi genotiplerinde APX aktivitesini artirdigi vurgulanmaktadir (Kusvuran vd.,
2013). APX ozellikle olumsuz ¢evresel kosullarina karsi hiicre koruma

mekanizmasinda gorev almaktadir (Caverzan vd., 2012). Bu nedenle APX
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aktivitesindeki degisiklikler olduk¢a Onemlidir. Calismamizda o6zellikle 100 mM
NaCl, 200 mM NaCl ve PEG uygulamalarinda APX aktivitesinde kontrol grubuna
gore belirgin bir artis gozlendi. Bununla birlikte GA uygulamasinda, APX
aktivitesinde kontrol grubuna goére belirgin degisiklik olmadigi belirlendi. Ancak
GA+PEG+200 mM NaCl uygulamasinda APX aktivitesinin arttigi gozlendi. Bu
durumda GA’nin P.vulgaris cv.Akman 98 genotipinde APX aktivitesini 6zellikle
tekli stres kosullarinda artirmadigr ve dolayisiyla H,O; detoksifikasyonunda 6nemli

Olctide etkili olmadigi sdylenebilir.

4.3.4 GR aktivitesi

Stres kosullari ve GA uygulamalarinda P. vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin
yapraklarindaki GR aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.6’da verilmistir.
GR aktivitesinin tuzluluk kosullarinda kontrol grubuna goére azaldigi, bununla
birlikte PEG ve PEG+100 mM NaCl, PEG+200 mM NaCl uygulamalarinin GR
aktivitesini kontrol grubuna gore belirgin sekilde artirdigi gozlendi. GA
uygulamasinda ise GR aktivitesinin kontrol grubuna yakin degerde oldugu belirlendi.
Ayrica GA ile birlikte uygulanan tuzluluk ve kuraklik uygulamalarinda ise GR
aktivitesinin kontrol grubuna gore azaldigi gozlendi. Uygulama gruplari arasinda
istatistiksel olarak belirgin farklilik oldugu ve kontrol grubu ile 6zellikle PEG,
PEG+100 mM NaCl ve PEG+200 mM NaCl uygulamalar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.6: Phaseolus vulgaris L.cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki GR
aktivitesi (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NaCl; P:PEG,;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+200 mM NacCl;
GA:Giberellik asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NacCl;
GA+200:Giberellik asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG;
GA+P+100:Giberellik asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik
asit+PEG+200 mM NacCl).

Tuz stresi uygulanan Gossypium hirsutum bitkisinin farkli genotiplerinde (Zhang vd.,
2014) ve Phaseolus vulgaris (Talaat, 2015) bitkisinde GR aktivitesinde artisin
oldugu belirtilmistir. Kuraklik stresi ile Lycopersicon esculentum ve L. notabilis
(Unyayar ve Cekig, 2005), Cucumis sativus (Liu vd., 2009) bitkilerinde GR
aktivitesinin kontrol grubuna gore arttig1 bildirilmistir. PEG uygulanan P. acutifolius
ve P. vulgaris bitkilerinde GR aktivitesinin, 7. giiniinde belirgin artis gosterdigi,
fakat 7.gline kiyasla, 14. giinde daha diisiik GR aktivitesinin oldugu belirtilmistir
(Tirkan vd., 2005). Kuraklik stresi uygulanan domates genotipleri ile yapilan bir
caligmada ise GR aktivitesinin kuraklik stresine dayanikli L. peruvianum bitkisinde
arttigr, L.esculentum bitkisinde ise azaldig: bildirilmistir (Unyayar vd., 2005).
Bununla birlikte tuz ve kuraklik stres uygulamasinin balkabagi genotiplerinde GR

aktivitesinin artig1 belirtilmistir (Kusvuran vd., 2013).

Caligmamizda ise, tuz uygulamalarinda GR aktivitesinde kontrol grubuna gore
azalma gozlenirken, PEG ve PEG+NaCl uygulamalarinda GR aktivitesinde kontrol
grubuna gore belirgin artis gozlendi. GA uygulamalarinin ise GR aktivitesini kontrol
grubuna gore azalttigi, 6zellikle bu azalmanin GA+100 mM NaCl, GA+PEG ve
GA+PEG+100 mM NaCl uygulamalarinda belirgin oldugu gozlendi. Bu durumda
GA’nin tuz, PEG, tuz+PEG stres kosullarinda P. vulgaris cv.Akman 98 genotipinde
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GR aktivitesini kontrol grubuna gére artirmadigi goriilmektedir. Onceki yapilan bir
calismaya gore, GA3 uygulamasinin antioksidan sistemini uyararak tuz ve kuraklik
streslerinin olumsuz etkilerini indirgedigi vurgulanmistir (Tuna vd., 2008). Bununla
birlikte ¢calismamizda P. vulgaris cv.Akman 98 bitkisinde GA’nin tuz ve kuraklik

stres kosullarinda GR aktivitesini indiiklemedigi gézlendi.

4.4 GABA Miktan

Tuz ve kuraklik streslerinin GABA miktarmi artirdigi, 6zellikle 200 mM NaCl
uygulamasinda bu artigin belirgin diizeyde oldugu goézlendi (Sekil 4.7). Coklu stres
kosulunda ise GABA miktarinin azaldig1 fakat bu degerlerin kontrol grubuna yakin
degerler oldugu belirlendi. Giberellik asit uygulamasinda c¢oklu stres kosulunda
oldugu gibi benzer sonuglar elde edildi. Bununla birlikte, GA+200 mM NacCl,
GA+PEG+100 mM NaCl uygulamalarinda GABA miktariin kontrol grubuna gore
arttigr gozlendi. Uygulama gruplan arasinda ve kontrol grubu ile 200 mM NaCl,
GA+200 mM NaCl, GA+PEG+100 mM NaCl uygulamalar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.7: Phaseolus vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki GABA
miktar1 (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NaCl; P:PEG;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+200 mM NaCl; GA:Giberellik
asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NaCl; GA+200:Giberellik
asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG; GA+P+100:Giberellik
asit+PEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik asit+PEG+200 mM
NaCl).
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GABA metabolik yolu ve ROT arasinda 6nemli bir iligki bulunmaktadir. GABA’nin
bitkilerde stres yanitim1 artirdigr ve hiicre savunma sisteminde anahtar role sahip
oldugu vurgulanmaktadir (Kinnersly ve Lin, 2000; Fait vd., 2005; Kim vd., 2013).
Michaeli vd., (2010), sitosolden mitokondriye GABA tasiniminin, GABA kaynakli
solunum ve karbon metabolizmas: ve bitki biiyiimesi i¢in Onemli oldugunu
vurgulamistir. Arabidopsis bitkisinde GABA tasiyicisinin islevinin bozulmasi ile tuz
toleransinin indirgendigi, ve tuz toleransinda GABA katabolizmasinin belirleyici
oldugu, ayn1 zamanda bu durumun kokte tuz toleransinda N ve C metabolizmasi ile
baglantili oldugu vurgulanmistir (Renault vd., 2010). Deleu vd., (2013) benzer
sekilde GABA katabolizmas1 bozulan bitkilerde kok biiylime inhibisyonunun, primer

metabolizmadaki bozukluklardan dolay1 oldugunu vurgulamaktadir.

Kinnersley ve Turano (2000), farkli bitkilerde ¢esitli stres kosullarinda, GABA nin
hizli bir sekilde biriktirildigi; bu durumun g¢evresel stres ve zamana bagl fizyolojik
yanitlar ile birlikte gergeklestigini belirtmistir. Glycine max bitkisinde tuz (Guo vd.,
2012; Queiroz vd., 2012) ve tuz, CaCl,, tuz+CaCl, (Yin vd., 2014), Triticum
aestivum bitkisinde ise tuz, mannitol ve sorbitol (Al-Quraan vd., 2013)
uygulamalarinda GAD aktivitesi ve GABA igeriginin arttigi bildirilmistir. Benzer
sekilde calismamizda, tuz stresi ile 6zellikle 200 mM NaCl uygulamasinda GABA

miktarinin arttig1 gézlendi.

Sesamum indicum bitkisinde ise %15 PEG, 150 mM NaCl ve 50 °C sicaklik
uygulamalarinin GABA miktarint kontrol grubuna gore arttirdigr bildirilmistir (Bor
vd., 2009). Kisa ve uzun siire uygulanan tuz stresinde Nicotiana sylvestris bitkisinde
GABA birikiminin uyarildigt ve GABA metabolizmasinin 6zellikle uzun dénem
tuzluluga maruz kalma durumunda etkili oldugu vurgulanmistir (Akgay vd., 2012).
Al-Quraan vd., (2013) Triticum aestivum bitkisinde GABA metabolizmasinin, tuz ve
ozmotik strese adaptasyon ic¢in sinyal ve metabolik anahtar bir yol oldugunu
belirtmistir. Nicotiana sylvestris WT bitkisinde ise kisa ve uzun siireli tuz stresinde
GAD aktivitesinin arttig1, bununla birlikte mutant bitkilerde azaldigi bildirilmistir
(Akgay vd., 2012).

Arabidopsis bitkisinde de tuz uygulamasi ile GABA miktarinda artis oldugu, GABA
metabolizmasinin NaCl’e kars1 yanit olarak diizenlendigi bildirilmistir (Renault vd.,

2010). Benzer sekilde calismamizda Ozellikle yiiksek konsantrasyondaki tuz
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uygulamasi (200 MM NacCl) ile GABA miktarinda artis oldugu belirlendi. GABA’nin
bir sinyal molekiil olarak, tuz stresi altinda bitki gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde etkili oldugu (Shi vd., 2010), ayrica prolin ve GABA miktarlariin
bitki koklerinde artmasi durumunun, tuzluluga kars1 adaptasyon ile iliskili

olabilecegi vurgulanmistir (Queiroz vd., 2012).

Cimlenen fasulye bitkisinde karanlik uygulamasi ile GABA miktarinin 151k ortamina
gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Liao vd., 2013). Li vd., (2010) ¢imlenmis
bakla bitkisinin GABA-zengini yiyecek oldugu, bununla birlikte kiiltiir kosullarinin
GABA igerigi tizerine 6nemli etkilerinin oldugu bildirilmistir. Ciceklenmeden sonra
meyve olgunlagsmasi sirasinda da GAD aktivitesinin ve GABA miktarinin arttigi
fakat daha sonra azaldigi rapor edilmistir (Akihiro vd., 2008). Bununla birlikte,
soguk stresi ile GAD aktivitesinin ve GABA miktarinin arttigi ve bu islemin
fonksiyonel gidalar i¢in uygulanabilirligi vurgulanmistir (Lee vd., 2010; Liao vd.,
2013).

Sicaklik (Kinnersly ve Lin, 2000), agir metal (Bor vd., 2009), oksijen yetersizligi
(Yang vd., 2013) gibi farkli stres kosullarinda da GABA miktarinda artis oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte Bor vd., (2009) agir metal stresine maruz kalan susam
bitkisinde GABA birikiminin, korumadan daha ¢ok stres algisi ile ilgili oldugunu,
ayrica farkli abiyotik stres kosullarinin biiylime {izerine olumsuz etkilerinin GABA
tarafindan tam olarak diizeltilemeyecegini vurgulamistir. Bu nedenle 6zellikle ¢oklu
stres kosullarinda farkli bitkilerde GABA’nin etki mekanizmalarmin ayrintili bir
sekilde arastirilmasi bitki savunma cevabini 6grenebilmek i¢in oldukc¢a Gnemlidir.
Caligmamizda stres kosullarinda 6zellikle tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu
durumda GABA miktarinda artis oldugu, bununla birlikte GA uygulamasinin GABA
miktarinda kontrol grubuna gore belirgin degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir.
Bitki hormonlarmin bitki stres yanitlarin1 uyardiklarindan dolayr (Pedranzani vd.,
2003), ozellikle stres kosullarinda bitki hormonlart ve GABA arasindaki iligkinin
farkl1 bitkilerde de calisiimasi ile GABA metabolizmasinin daha fazla

aydinlatilabilecegi diisiiniilmektedir.

4.5 Malondialdehit (MDA) Miktar:

Stres kosullar1 ve GA uygulamalarinda P. vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin

yapraklarindaki MDA miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.8’de verilmistir.
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Calismamizda MDA miktar1 en yiiksek olarak PEG uygulamasinda gozlendi.
Bununla birlikte tuzluluk ve ¢oklu stres uygulamalarinda da MDA miktarinin kontrol
grubundan daha yiiksek oldugu belirlendi. Giberellik asit uygulanan bitkilerde ise
MDA igeriginin kontrol grubuna gore azaldigi, stres ve GA uygulamalarinda da
benzer sekilde kontrol bitkilerine gore daha diisiik MDA igerigi gozlendi. Uygulama
gruplar1 arasinda ve kontrol grubu ile 6zellikle tuz ve kuraklik uygulamalari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05).
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Sekil 4.8: Phaseolus vulgaris L. cv.Akman 98 bitkisinin yapraklarindaki MDA
miktar1 (K:Kontrol; 100:100 mM NaCl; 200:200 mM NaCl; P:PEG;
P+100:PEG+100 mM NaCl; P+200:PEG+200 mM NaCl; GA:Giberellik
asit; GA+100:Giberellik asit+100 mM NaCl; GA+200:Giberellik
asit+200 mM NaCl; GA+P:Giberellik asit+PEG; GA+P+100:Giberellik
asit+tPEG+100 mM NaCl; GA+P+200:Giberellik asit+PEG+200 mM
NacCl).

Hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunun belirteci olan malondialdehit olusumu ile

bitkilerde cevresel streslerin etkisi belirlenebilmektedir. Onceki yapilan ¢alismalarda

tuz stresi ile Triticum aestivum (Al-Quraan vd., 2013), Oryza sativa (Mostofa vd.,

2014), Gossypium hirsutum (Zhang vd., 2014), Sesamum indicum (Koca vd., 2007)

ve Glycine max (Yin vd., 2014), Solanum tuberosum (Gao vd., 2015), Phaseolus

vulgaris (Talaat, 2015) bitkilerinde MDA miktarmin arttigi bildirilmistir.

Calismamizda da benzer sekilde MDA miktari, 100 mM NaCl ve PEG

uygulamalarinda kontrol grubuna goére belirgin diizeyde arttig1 gézlendi.

Tuz stresine benzer sekilde kuraklik stresi altinda farkli fasulye genotiplerinde (Terzi
vd., 2010), Cucumis sativus (Liu vd., 2009), Arachis hypogaea (Celikkol Akcay,
2010), Brassica napus (Mirzaee vd.2013) bitkilerinde MDA miktarinin dolayisiyla
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lipid peroksidasyonunun onemli 6l¢iide arttig bildirilmistir. P. vulgaris bitkisinde
ise PEG uygulamasi ile MDA icerigi, kurakliga toleransh fasulye bitkisine gore
kademeli bir artis gosterdigi rapor edilmistir (Tirkan vd., 2005). Tuzluluk ve
kuraklik streslerinde de yonca bitkisinde benzer sekilde MDA miktarinda artig
oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2009). Tuz ve kuraklik stres uygulamasinin
balkabagi genotiplerinde de MDA birikimini artirdig1 belirtilmistir (Kusvuran vd.,
2013).

Onceki yapilan calismalara paralel olarak calismamizda tuz, PEG, tuz+PEG
uygulamalarinda MDA miktarinin kontrol grubuna gore arttigi, bununla birlikte
PEG+NaCl uygulamalarinda MDA miktarinin kontrol grubuna yakin degerlerde
oldugu belirlendi. GA uygulamasinda ise MDA miktarmin kontrol grubuna gore
azaldigi, bu azalmanin 6zellikle GA+100 mM NaCl, GA+PEG+100 mM NaCl
uygulamalarinda belirgin  oldugu gozlendi. Calismamizda GA uygulamasinin
ozellikle tuz ve kuraklik stres kosullarinda P. vulgaris cv.Akman 98 bitkisine lipid
peroksidasyonu agisindan olumlu etkisinin oldugu belirlendi. Calismadan elde edilen
sonuglara gore GA’nin tuz ve kuraklik streslerinde MDA birikimini indirgedigi,

bdylece s6z konusu stres kosullarinin olumsuz etkisini azaltabilecegi soylenebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Phaseolus vulgaris cv.Akman 98 bitkisinde; tuz ve PEG ¢oklu stres kosulunda
GA’nin OS] iizerine olumlu etkisinin oldugu belirlendi. Tuz ve PEG stres
kosullarinda, GA’nin toplam klorofil igerigi iizerine kontrol grubuna gore belirgin
degisiklige neden olmadigi gozlendi. Bu etkinin ¢oklu stres uygulamasindan

kaynaklandig sdylenebilir.

Tuz ve PEG stres kosullarinin SOD aktivitesinde belirgin degisiklik gdstermedigi,
KAT aktivitesinin ise tuz, PEG, tuz (100 mM NaCIl)+PEG stres kosullarinda arttigi;
bununla birlikte APX aktivitesinin tuz ve PEG stresi, GR aktivitesinin ise PEG ve
coklu stres kosullarinda artis gosterdigi belirlendi. GA uygulamalarinda ise SOD ve
APX aktivitelerinde belirgin degisiklik olmadigi, bununla birlikte KAT ve GR
aktivitelerinin kontrol grubuna gore azaldigi goézlendi. MDA miktarinin tuz ve
kuraklik stres kosullarinda arttigi, fakat GA’nin MDA birikimini azalttig1, boylece

stres kosullarinin olumsuz etkisini azaltabilecegi sdylenebilir.

Calismamizda stres kosullarinda o6zellikle tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu
durumda GABA miktarinda artis oldugu, bununla birlikte GA uygulamasinin GABA
miktarinda kontrol grubuna gore belirgin degisiklige neden olmadigi belirlendi. Bitki
hormonlart ile stres arasinda bir iligki oldugu ve GA igeriginin stres korumasinda rol
almasindan dolay1, 6zellikle stres kosullarinda bitki hormonlari ve GABA arasindaki
iliskinin farkli bitkilerde de c¢alisilmasi ile GABA metabolizmasinin daha fazla

aydinlatilabilecegi diistiniilmektedir.
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