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OZET

Yiiksek Lisan Tezi

KARNABAHAR FIDELERINE
28-HOMOBRASSINOLID UYGULAMALARININ TUZ STRESiI ALTINDA FIDE
GELISIMI VE GLUKOZINOLAT iCERIGI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Onur AKTAS

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Golge SARIKAMIS

Sunulan tez ¢alismasinda karnabahar fidelerine (Brassica oleracea var. botrytis cv.
Memphis F1) 28-homobrassinolid uygulamasmin tuzlu kosullarda fide gelisimi ve
glukozinolat igerigine etkisi arastirilmistir. Karnabahar fideleri torf:perlit ve kum:perlit
olmak tizere 2 farkli ortamda yetistirilmistir. Uygulamalar, O (kontrol), 150 ve 200 mM
konsantrasyonlarinda NaCl ile 0 (kontrol), 0.5 ve 1 mg 1" konsantrasyonlarinda
28-homobrassinolid ve bunlarin kombinasyolar1 seklinde yapilmistir. Calismada
uygulamalarin fide gelisim parametreleri {izerine etkisi her iki ortam igin ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Buna gore torf:perlit ortaminda genel olarak uygulamalar ile birlikte
kontrole gore gelisim parametrelerinde azalma belirlenirken; kum:perlit ortaminda ilk
denemede 150 mM NaCl + 1mg I* BR ve 200 mM NaCl + 0.5 mg I* BR
uygulamalarinda, ikinci denemede ise 200 mM NaCl uygulamasinda fide gelisim
parametrelerinde kontrole gorebir miktar artis tespit edilmistir. Glukozinolat igerigi
bakimindan ise her iki ortamda da uygulamalar ile birlikte alifatik glukozinolat
miktarinin azaldig1 ancak bu azalmanin ikinci denemede kum:perlit ortaminda istatistiki
olarak o6nemli oldugu (p<0.05) belirlenmistir. Alifatik glukozinolat miktarindaki
azalma, uygulamalar ile birlikte olasi hiicre hasarinabagli olarak mirosinaz enziminin
aktive olmast ve alifatik glukozinolatlarin pargalanmasina dayandirilmistir. Indol
glukozinolatlarin ise tuz uygulamasi sonucu azaldigi 1mg 1" 28-homobrassinolid ve
200 mM NaCl + 1 mg I" 28-homobrassinolid birlikte uygulanmasinda arttig:
gorilmiistiir. Bu artisin  bitkide strese karsi savunma mekanizmasinin devreye
girmesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.Caligmadan elde edilen bulgularin ileride
yiiritiilecek ¢aligmalara 11k tutmasi beklenmektedir.

Mayis 2017, 57 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karnabahar, brassinosteroid, 28-homobrassinolid, tuz stresi



ABSTRACT
Master Thesis

EFFECT OF 28-HOMOBRASSINOLIDE ON SEEDLING DEVELOPMENTAND
GLUCOSINOLATE CONTENT IN CAULIFLOWER UNDER SALINITY STRESS

Onur AKTAS

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor : Dog¢. Dr. Golge SARIKAMIS

In the present study, the effect of 28-homobrassinolide on seedling development and
glucosinolate content of cauliflower seedlings (Brassica oleracea var. botrytis cv.
Memphis F1) under salinity stress was investigated. Cauliflower seedlings were grown
in two different growing media including peatmoss:perlite and sand:perlite. The
treatments were 0 (control), 150, 200 mM NaCl, 0.5, 1mg I™* 28-homobrassinolide and
their combinations. The effect of 28-homobrassinolide and NaCl treatments on seedling
parameters was determined for each growing medium. The findings revealed that in
peatmoss:perlite decreases were determined compared to control in all developmental
parameters while slight increase was observed in 150 mM NaCl + 1mg I* BR and
200 mM NaCl + 0.5 mg I BR of the first experiment of sand:perlite and 200 mM NaCl
in the second experiment of sand:perlite. In terms of glucosinolates, as a result of the
treatments aliphatic glucosinolate content decreased in both growing media, statistically
significant in sand:perlit (p<0.05) The decrease in aliphatic glucosinolates was
attributed to the hydrolysis of glucosinolates upon tissue damage activating the enzyme
myrsoinase. Indole glucosinolates decreased upon salinity treatments however,
increased with 1mg I 28-homobrassinolide and 200 mM NaCl + 1 mg I728-
homobrassinolide applications. The increase is probably due to the activation of plant
defence mechanism as indoles are mostly associated with stress. The findings are
believed to guide future studies on the applications of brassinosteroids under stress
conditions.

May 2017, 57 pages

Key Words: Cauliflower, brassinosteroid, 28-homobrassinolide, salt stress
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1. GIRIS

Karnabahar (Brassica oleracea var. botrytis), diinyada ve iilkemizde yaygin olarak

yetistiriciligi yapilanlahana grubu sebzeler (Brassicaceae) igerisinde yer almaktadir.

Karnabaharin ¢ok eski zamanlardan beri Akdeniz iilkelerinde yetistiriciliginin yapildigi,

anavatanmin Akdeniz iilkeleri oldugu, &zellikle Giiney Italya ve Giiney Avrupa’nin

karnabaharin gen merkezi oldugu belirtilmektedir (Snogerup vd. 1980).

Diinyada karnabahar ve brokoli iiretiminin 2014 yilinda yaklasik 1.4 milyon ha alanda

24.2 milyon ton oldugu bildirilmektedir (www.fao.org 2017). Cin ve Hindistan, diinya

tiretiminin yaklasik % 74’linii karsilamaktadir. Diinyada iiretim alan1 ve liretim miktari

bakimindan degisim incelendiginde hem {iretim alaninda hem de iiretim miktarinda

diizenli artis oldugu goriilmektedir (Sekil 1.1).

30M 1,500k
o 20M  &1,000k
S
o—©
o—9
10M 500k

m\ o\“ 30
\ N

-e- Diinya karnabahar
ve brokoli tiretim

D
N

alani

A P D
Oy Oy Oy~ Q
ARG R RN N

\0\\ S A
rW

Q ™
N Q)
3 A D AN \\ \\

\\ 1\\\ \\ \\\ \\\\
-e- Diinya karnabahar

ve brokoli tiretim

miktari

Sekil 1.1 Diinyada karnabahar ve brokoli iiretim alan1 (ha) ile tiretim miktarindaki (ton)
degisim (1994-2014) (www.fao.org 2017)

Ulkemizde ise 2016 yili verilerine gore yaklasik 80 bin dekar alanda 195 bin ton

karnabahar {iretildigi bildirilmektedir (www.tuik.gov.tr 2017). Ulkemizde {iretimin

biiyiilk kisminin Ege,

Marmara,

Akdeniz ve Karadeniz bolgelerinde oldugu

goriilmektedir (Sekil 1.2-1.3) (www.tuik.gov.tr 2017).



Tiirkiye karnabahar iiretim alanlarinin bélgelere dagilimi (2016)
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Sekil 1.2 Tiirkiye karnabahar iiretim alanlarinin bolgelere gore dagilimi (www.tuik.gov.tr 2017)

Tiirkiye karnabahar iiretim miktarinin bélgelere dagilim (2016)
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Sekil 1.3Tiirkiye karnabahar tiretim miktarinin bdlgelere gore dagilimi (www.tuik.gov.tr 2017)

Karnabahar, insan saglig1 acisindan yararli vitamin ve mineral igeriklerinin yani sira

kikiirtlii bilesikler (glukozinolatlar) igermektedir (Cizelgel.1).



Cizelge 1.1 Karnabaharin besin icerigi ( 100g, www.usda.gov 2016)

Icerik Birim Miktar
Su g 92.07
Enerji kcal 25
Protein g 1.92
Yag g 0.28
Karbohidrat g 4.97
Lif g 2.0
Seker mg 1.91
Kalsiyum mg 22
Demir mg 0.42
Magnezyum mg 15
Fosfor mg 44
Potasyum mg 299
Sodyum mg 30
Cinko mg 0.27
Vitamin C mg 48.2
Tiyamin B1 mg 0.05
Riboflavin B2 mg 0.06
Niyasin B3 mg 0.507
Vitamin B6 mg 0.184
Folik asit ug 57
Vitamin E mg 0.08
Vitamin K ug 15.5

1.1 Glukozinolatlar

Glukozinolatlar, lahana, brokoli, karnabahar gibi lahana grubu sebzelerin kendilerine
has keskin tat ve kokularindan sorumlu olan, yapilarinda seker ve kiikiirt bulunduran,
bitkide savunma mekanizmast olarak gorev yaptiklari diisiiniilen ikincil bitki

metabolitleridir (Sarikamis 2011).

Son yillarda yiiriitiilen arastirmalar, lahana grubu sebzelerde bulunan glukozinolatlarin
insan saglig1 acisinndan cesitli yararlar sagladigi, kanser basta olmak iizere cesitli
hastaliklara karst korudugunu gostermektedir. Varligi bilinen 120’den fazla farkli
glukozinolat oldugu bildirilmektedir. En fazla rastlanan glukozinolatlar sentezi

methionine amino asiti tarafindan baglatilan alifatikler, ardindan sentezi tryptophan



tarafindan baglatilan indoller, ve sentezi phenylalanine/tyrosine tarafindan baslatilan

aromatik glukozinolatlardir (Sarikamig 2011).

Bitkilerde glukozinolatmiktari, yetistiricilik sirasindaki ve sonrasindaki kosullara gore
farklilik gosterebilmektedir. Toprak besin igerigi (Miao vd. 2013), sicaklik (Eylen vd.
2008), 151k (Pérez-Balibrea vd. 2008) ve su eksikligi (Schreiner vd. 2009) gibi cesitli

unsurlar ve stres kogullar1 bitkilerin glukozinolat miktarini etkilemektedir.

Bitkilerde stres, uygun olmayan kosullar altinda bitki yasaminin kisitlanmasi, bitkide
savunma sistemi olarak gorev yapan metabolit ve enzim sistemlerinin devreye girmesi
olarak tanimlanabilir. Genel olarak stres kosullari, organizmanin hayati islevlerini
korumay1 ve bitkide stress sonucu meydana gelebilecek zararlari hafifletmeyi

amaglayan bir dizi fizyolojik degisiklige neden olur.

Stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak lizere iki ana gruba ayrilir. Biyotik stres,
cesitli  patojen mikroorganizmalar, yabanci otlar, mantarlar, bdcekler ve
hayvanlarinsebep oldugu bitki stresleridir. Abiyotik stres kaynaklari arasinda ise uygun
olmayan sicaklik, 151k siddeti, besin elementi eksikligi, kuraklik ve tuzluluk
bulunmaktadir (Vickers vd. 2009).

Gliniimiizde abiyotik stres faktorleri igerisinde kuraklik ve tuzluluk diinyada ve
iilkemizde tarim alanlarindaki verimliligi siirlayan onemli unsurlardandir. Diinyada
yikksek tuzluluk oranina sahip alanlarn 9 milyon hektardan fazla oldugu
belirtilmektedir (Tuteja 2007). Tiirkiye’deki ¢orak alanlarin % 74’{inii (yaklasik 12 bin
ha) tuzlu topraklar olugturmaktadir (Kendirli vd. 2005).

Tuzlulugun bitki biiylimesine olumsuz etkileri, diisiik ozmotik potansiyel (su stresi),
beslenme dengesizligi, spesifik iyon etkisi (tuz stresi) veya bu faktorlerin bir
kombinasyonu ile iliskilendirilmektedir ve biitiin bu faktorler, fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler diizeyde bitki biliylimesi ve gelisimi iizerinde olumsuz etkilere neden

olmaktadir (Ashraf ve Harr 2004). Biiyiime ve gelismeyi etkileyen tuzluluk stresinin en



yaygin etmeninin NaCl oldugu bildirilmistir. Birgok bitki tuzun meydana getirdigi bu
strese karst kendini korumak ig¢in prolin, glisin-betain ve ¢oziiniir sekerler gibi

osmoprotektan metabolitler tiretirler (Chelli-Chaabouni vd. 2010).

Birgok bitkinin tuz stresine duyarli oldugu ve yiiksek tuzluluk kosullar altinda biliyiime
ve gelisimin yavagladigi, verimin distiigii ve ileri diizeylerde canliligini kaybettigi
bilinmektedir. Bitkilerin olumsuz kosullara adaptasyonunu saglayan en énemli unsurlar
arasinda bitkiler tarafindan sentezlenen hormonlar yer almaktadir. Bitkisel hormonlar,
cesitli  fizyolojik olaylar1 yonlendirerek, bitkilerin strese tolerans diizeyini
etkilemektedir (Igbal vd. 2012, Khan ve Khan 2013). Tuzlulugun olumsuz etkilerini
azaltmak amaciyla bitkisel hormonlarin digsal olarak bitkilere uygulanmasinin bitkilerin

stresle basa ¢ikmasinda etkili bir yaklagim olabilecegi belirtilmektedir (Houimli vd.

2008).

Bitkisel hormonlar, absisik asit (ABA), oksin, sitokinin, etilen, giberellin olmak tizere 5
ana grupta incelenmektedir. Son yillarda, bitki hormonlar1 igerisine dahil edilen,
brassinosteroidlerin tohumlara veya bitkilere digsal olarak uygulanmasinin, tuzluluk
stresinin neden oldugu olumsuz etkileri hafiflettigi ya da ortadan kaldirdig:

belirtilmektedir (Sharma vd. 2013).

1.2 Brassinosteroidler

Brassinosteroidler (BR), dogal olarak bitki biinyesinde olusan, polihidroksi
steroidgubudur (Grove vd. 1979). Bitkilerde hiicre uzamasina ve bitkinin sicaktan,
soguktan, tuz ve herbisit zararindan korunmasina yardim eden steroid bitki hormonudur

ve bitkilerin normal biiylimesi ve gelisimi i¢in esas teskil eder.

BR ilk olarak 1970 yilinda kolza (Brassica napus) bitkisinde kesfedilmis (Mitchell vd.
1970), daha sonra 1979 yilinda, kolza bitkisinin ¢i¢cek tozundan biiylimeyi tesvik edici
bir bilesik izole edilerek “brassinolid” olarak isimlendirilmis ve brassinolidin izole

edilen ilk brassinosteroid oldugu bildirilmistir (Sekil 1.4) (Grove vd. 1979). Yillar



icerisinde 70 adetten fazla BR bilesigi izole edilmistir. Glinlimiizde bilinen 42 adet

brassinosteroid metaboliti bulunmaktadir (Bajguz 2007).

HO,,
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O

Sekil 1.4 Brassinolide molekiilii (Grove vd. 1979)

BR’ler cigek, cigek tozu, tohum, yaprak, kok dahil incelenen tiim bitki organlarinda
saptanmistir. Ancak, ¢igek tozu ve tohumlarin, (1-100 ng g'TA) araligindaki igerigiyle,
en zengin BR kaynagi oldugu, siirgiinler ve yapraklarda genellikle (0.01-0.1 ng g'1 TA)
daha diisiik oranlarda bulundugu bildirilmistir (Bajguz 2011).

BR'ler, tiim bitki dokularinda ve organlarda biiylime ve gelisim siireglerini
desteklemektedir. Arastirmalar, brassinosteroidlerin bitkide ¢esitli fizyolojik olaylarda
yer aldigini, hiicre diizeyinde hiicre uzamasi, hiicre boliinmesini ve farklilasmasinda
(Gudesblat ve Russinova 2011) bitki diizeyinde kok ve govde gelisimi, ¢icek, tohum,
meyve olusum ve gelisimi ile ¢imlenme gibi cesitli fizyolojik olaylarda etkili
olduklarin1 gostermistir (Sasse 2003, Yang vd. 2011, Kvasnica vd. 2014). BR'ler
kismen diger hormonlarla olan etkilesimleri yoluyla biiyiime i¢in gerekli olan gesitli
siirecleri koordine etmektedir (Miissig 2005). Bitki biiylime ve gelismesindeki temel
rollerinin yaninda, yiiksek veya diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk, agir metal gibi ¢esitli
abiyotik stres kosullarina adaptasyonda etkili olduklar1 belirlenmistir (Krishna 2003).



Dogada farkli brassinosteroidler bulunmakla birlikte en aktif formu brassinolidler olup,
bunlar igerisinde 24-epibrassinolid (24-epiBL) ve 28-homobrassinolid (28-homoBL)
fizyolojik c¢alismalarda yaygin olarak kullanilan biyolojik aktif brassinosteroidlerdir.
Son yillarda arastirmalar, dogal BR’lerin antiviral (Wachsman ve Castilla 2012),
antioksidan (Carange vd. 2011), Antiproliferative (hiicre g¢ogalmasini engelleyici)
(Rarova vd. 2012, Obakan vd. 2014) etkilerini ortaya koymustur. Calismalarda,
28-homoCS ve 28-homoBL’nin herpes ve kizamik gibi viriislere karsi antiviral
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Wachsman vd. 2002).

Brassinosteroidlerden 24-epiBL ve 28-homoCS hiicre kiiltiirlerinde kanser hiicrerinin
cogalmasini engelledigi belirlenmistir. Bu BR’lerin bazi1 kanser tiirlerinde normal insan
hiicrelerinin gelisimini etkilemeden kanserli hiicrelerin gelisimi ve canlilig1 iizerinde

etkili oldugu belirtilmistir (Malikova vd. 2008).

BR’ler, kuraklik, tuzluluk, sicaklik, agir metaller gibi iklim ve toprak kokenli abiyotik
stres kosullarinin yani1 sira hastalik ve zararlilar gibi biyolojik etmenlerin neden oldugu
cesitli biyotik stres unsurlarina karsi toleransta etkilidirler (Bajguz ve Hayat 2009).
Kuraklik, tuzluluk ve donma ile baglayan dehidrasyon direkt ozmotik stres olusturarak
su alimimi azaltip, transpirasyonu arttirarak ozmotik stres olusturabilir. 28-homoBL’nin
dissal uygulamalarinin antioksidan sistemlerin seviyelerini artirarak hem kuraklik hem

de su stresine karsi toleransi artirabilecegi bildirilmistir (Fariduddin vd. 2009).

Brassinosteroidlerin, bitki stres tepkileri kontrol mekanizmasi ve genlerinin
ekspresyonuna yonelik regiilasyonun nasil gergeklestigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Farkli bitki hormonlar1 bitkide benzer fizyolojik gorevlere sahiptir.
Brassinosteroidlerin, diger bitki hormonlari ile sinyal aligverisi yolu ile bitkinin strese

verdigi tepkiyi diizenledigi diisiiniilmektedir (Divi vd. 2010).

Sunulan tez ¢alismasi ile, 28-homobrassinolid uygulamasimin tuz stresi altinda
karnabahar fidelerinin bitki gelisimi ve glukozinolat icerigine etkisinin belirlenmesi,

elde edilecek bulgularin ileride yiiriitiilecek ¢alismalara 151k tutmasi beklenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Dominguez-Perles (2011) brokoli ¢esitlerinin (Brassica oleracea var. italica cv. Naxos,
Parthenon, Nubia) olumsuz toprak kosullar1 ve tuz stresi altinda fiziksel ve fitokimyasal
kalite (glukozinolatlar, hidroksisinnamik asitler, flavonoidler, vitamin C ve mineralleri)
ozelliklerini incelemislerdir. "Naxos" ¢esidinin stres kosullarina daha iyi adapte oldugu
ancak fenolik bilesikler bakimindan en yiiksek igerigin "Nubia" ¢esidinde bulundugu

gozlemlenmistir.

Zaghdoud vd. (2012) iki brokoli ¢esidinde (Brassica oleracea var. italica cv. Parthenon
ve cv. Naxos) NaCl diizeylerinin (0, 30, 60, 90 mM) glukozinolat igerigine etkisini
incelemislerdir. Iki haftalik bitkilere, ozmotik sok yaratmamak igin 0, 30, 60 ve 90
mM'lik NaCl konsantrasyonlarina ulasilana kadar her saat 30 mM NaCl besin
cozeltisine eklenerek 15 giin boyunca uygulama yapilmistir. Indol (glucobrassisin,
neoglucobrassisin, 4-hydroxyglucobrassicinglucobrassisin ve
4-methoxyglucobrassicinglucobrassisin) ve alifatik (glucoiberin, glucoraphanin ve
glucoerucin) glukozinolatlar ile toplam glukozinolat igerigi analiz edilmistir. Naxos
cesidinde toplam glukozinolat miktarinin uygulamalara gore kontrol grubunda daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Her iki cesitte tuz uygulamalar1 sonucu indol grubu
bilesikler azalirken alifatik bilesiklerin arttigi tespit edilmistir. Bu sonuglar 1s181nda,

farkli tuzluluk seviyelerine, brokoli ¢esitlerinin farkl tepki gosterdigi bildirilmistir.

Turpta yapilan bir arastirmada, farkli tuz konsantrasyonlar1 (0, 10, 50 ve 100 mM NacCl)
altinda ¢imlendirilen turp filizlerinin ¢imlenme, biiyiime, toplam fenolik bilesikler,
glukozinolat miktari, mirosinaz ve antioksidan aktivitesi incelenmistir. Tuz uygulamasi
besin ortamina eklenerek yapilmistir. Arastirma sonucunda, 10 ve 50 mM NacCl
uygulanmis 5 ve 7 giinliik filizlerin glukorafasatin (4-metiltiyo-3-biitenil-glukozinolat),
toplam glukozinolat ve toplam fenolik igeriginin 6nemli 6l¢iide azaldig1 bununla birlikte
antioksidan aktivitelerinin etkilenmedigi goriilmiistiir. 100 mM NaCl uygulamasinin ise
cimlenmeyi O6nemli diizeyde engelledigi ancak elde edilen 5 ve 7 giinliik filizlerin
glukorafasatin ve toplam glukozinolat iceriklerinin, 3 ve 5 giinliik filizlerin ise toplam

fenolik iceriginin énemli derecede arttigi, baz1 tuz konsantrasyonlarinda ise mirosinaz



aktivitelerinin engellendigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gére uygun tuz stresi altinda turp

filizlerinin besin ve saglik bilesenlerinin artabilecegi bildirilmistir (Yuan vd. 2010).

Brokoli filizleri, glukozinolat igerigi ve yiiksek selenyum (Se) birikim kapasitesi ile
kanserekarsi dogal fonksiyonel gidalardan biri olarak gosterilmektedir. Brokoli
filizlerinde selenyumun glukozinolat metabolizmas1 tlizerindeki etkisi arastirilmigtir.
Aragtirmada, Se uygulamasmin (100 pmol I* selenit ve selenat),Se, kiikiirt,
glukozinolat, siilforafan, mirosinaz aktivitesi, askorbik asit, antosiyanin, toplam fenolik
bilesikler ve flavonoidler {izerine etkisi incelenmistir. Filizler ¢imlenmeden 5 giin sonra
hasat edimis ve hasat giiniine kadar damutilmis su (kontrol), 100 pmol I selenit
(Na,SeOs) ve 100 pmol I selenat (Na;SeO,) ile piiskiirtme seklinde sulanmustir.
Uygulamalari, toplam glukozinolat ve askorbik asit igerigini etkilemedigi; mirosinaz
aktivitesini, sulforafan, antosiyanin ve flavonoid igeriklerini 6nemli dl¢iide arttirdigi ve
toplam fenolik igerigini dislirdigii belirlenmistir. Siilforafanin  erken gelisim
donemindeki artisi, Se wuygulamasi kaynakli yiikselen mirosinaz aktivitesiyle
iligkilendirilmistir. Arastirmada, erken gelisme doneminde uygun selenit ve selenat
konsantrasyonlarina sahip brokoli filizlerinin saglik bilesenleri lizerinde olumlu etki

yarattig1 sonucuna varilmistir (Tian vd. 2016).

Son yillarda brassinosteroidlerin bitkilerde stresin neden oldugu olumsuz etkileri
azalttigina yonelik bulgular tizerinde durulmaktadir. Tez konusu tuzluluk ile ilgili olarak
cesitli bitki tiirlerinde tuza toleransin artirilmasina yonelik, bitkilere dissal olarak

brassinosteroid uygulamalarinin etkisinin incelendigi arastirmalar 6zetlenmistir.

28-Homobrassinolid uygulamasi kuraklik stresi altinda bugdayin (Triticum aestivum L.)
bliylimesini, bagil su igerigini, nitrat rediiktaz aktivitesini, klorofil igerigini ve
fotosentez oranlarini arttirarak tolerans mekanizmasini uyarabildigi ve bu etkilerin,
kurakliga dayanikli cesitlerde daha yiliksek goriilebilecegi bildirilmektedir. BR ile
muamele su stresine maruz kalan misir fidelerindeki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX), askorbik asit ve karotenoid igeriklerindeki olagan
artist artirdigi bildirilmistir (Li vd. 1998).



Shahbaz ve Ashraf (2008), bugdayda tuz stresi kosullarinda 24-epibrassinolid
(24-epiBL) uygulamalarinin biiyiime, gelisme, fotosentetik kapasite ve antioksidan
aktivite lizerine etkilerini aragtirmiglardir. Calismada S-24 ve MH-97 bugday ¢esitlerine
Hoagland besin ¢ozeltisi ve Hoagland besin ¢ozeltisi + 150 mM NaCl kosullarinda 41
giinlik biiyime doneminden sonra 24-epiBL (0.0125, 0.025, 0.0375 mg I*
konsantrasyonlarinda) yapraktan piiskiirtme seklinde uygulanmistir. Tuz uygulanmayan
bitkilerde, 24-epiBL uygulamasinin her iki ¢esidin de bitki basina biyokiitle ve yaprak
alanimmi arttirdig1 belirlenmistir. Ancak tuzlu kosullarda 24-epiBL uygulamasinin
yalnizca S-24 ¢esidinde biyokiitle ve yaprak alani yoniinden olumlu etki yarattig1 tespit
edilmigtir. Her iki g¢esitte de tuz stresine bagli olarak fotosentetik hizin azaldigi ve
24-epiBL uygulamas1 sonucu 6nemli dlgiide diizeldigi gozlemlenmistir. Her iki bugday
¢esidinde antioksidan enzimlerden, SOD, POD ve CAT’ 1n tuz stresi nedeniyle arttigi,
24-epiBL uygulamalarinin SOD aktivitesini degistirmedigi, S-24 cesidinde POD ve
CAT aktivitelerinin yiikseldigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, her iki bugday c¢esidinde,
yapraktan uygulanan 24-epiBL’nin biiylime, gelisme ve fotosentetik kapasitede artig
yoniinde etkili oldugu, antioksidan aktivite iizerine etkisinin ise ¢eside gore degisiklik

gosterdigi bildirilmistir.

Cavusoglu ve Kabar (2008), tuz stresi altinda arpanin tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi
ve yaprak anatomisi Ulzerine 3 pM 24-epibrassinolid uygulamasinin etkisini
incelemislerdir. Calismada 0, 0.30 ve 0.35 M olmak iizere 3 farkli tuz konsantrasyonu
denenmistir. 24-epibrassinolid uygulamasi1 tohumlara ekimden 6nce 24 saat boyunca
infiizyon seklinde uygulanmistir. 24-epibrassinolid 6n uygulamasinin tuz stresi altinda
arpanin ¢imlenme yiizdesi, kokciik uzamasi ve taze agirligi {izerine etkili oldugu,
koleoptil ylizdesi ve uzamasi {lizerine etkisinin olmadigr belirlenmistir. Ayrica
24-epibrassinolid 6n uygulamasinin arpa fidelerinin yaprak anatomisi iizerine 0.30 ve

ozellikle de 0.35 mM tuz konsantrasyonlarinda olumlu etki gosterdigi belirlenmistir.

Misir fidelerinde yapilan bir ¢alismada 28-homobrassinolidin tuz stresi altinda fide

gelisimine etkisi aragtirllmistir. Yiizey sterilizasyonu uygulanan tohumlar 25, 50, 75,
100 mM NaCl ve 10'7, 10'9, 10 M 28-homobrassinolid ve kombinasyonlarinin

(28-homobrassinolid + NaCl) bulundugu ortamlara ekilmistir. 7 giin sonunda yapilan
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analizlerde SOD, POD, CAT, APOX ve GR seviyeleri incelenmistir.
28-homobrassinolid uygulamalarinda SOD, POD, CAT ve APOX aktivitelerinin artig
gosterdigi, bunun yani sira lipid peroksidasyon seviyesinin tuz stresi altinda belirgin
olarak arttig1, ancak 28-homobrassinolid uygulamalarinda azaldig1 goriilmiistiir. Ttim
antioksidatif enzim aktiviteleri sadece tuz uygulamalar ile tuz + 28-homobrassinolid
iceren ¢ozeltiler karsilastirildiginda tuz + 28-homobrassinolid ¢ozeltisindeki fidelerde
daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Arora vd. 2008).

Mas fasulyesi (Vigna radiata L. Wilczek) tizerine yapilan bir ¢alismada, fasulye tohum
(1.0 uM) ve vyapraklarina (0.1 uM) uygulanan 28-homobrassinolidin etkileri
aragtirtlmistir. Uygulamalar tohum 1slatma + yaprak piiskiirtme, tohum 1slatma, yaprak
piskiirtme ve kontrol grubu olarak belirlenmistir. 28-Homobrassinolid uygulanan
ornekler 30 ve 50 giin sonra karbonik anhidraz ve nitrat rediiktaz aktiviteleri; lif klorofil
icerigi; net fotosentetik oran; stomatal iletkenlik; karboksilasyon verimliligi;
kuruagirlik; bakla sayis1 ve hasattaki tohum verimliligi belirlenmistir. Tohum ve yaprak
uygulamasiyapilan bitkilerde 30 ve 50 giin sonra incelenen parametrelerin kontrole gore

arttig1 belirlenmistir (Fariduddin vd. 2008).

Domates (Lycopersicon esculentum Mill.) tohumlarina kisa siireli digsal
24-epibrassinolid (24-epiBL) on uygulamasinin, tuz (NaCl) stresi altinda domates
tohumlarinin ¢imlenmesi, fide gelisimi ve baz1 fotosentetik pigmentler iizerine etkisini
incelenmistir. ~ Caligmada  yiizey  sterilizasyonuuygulanan  tohumlar,  farkli
konsantrasyonlarda (0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM) 24-epiBL ¢6zeltilerine 10-15 saniye batirilip
cikarilmigtir. Tohumlar daha sonra, 0, 20, 40 60, 80 ve 100 mM konsantrasyonlarinda
NaCl igeren Murashige-Skoog (MS) ortamina aktarilmis ve 17 giin sonunda 24-epiBL
on uygulamasmintohum ¢imlenmesi, fide gelisimi ve baz1 fotosentetik pigment
icerikleri (klorofil, karotenoid) lizerine etkileri degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda
domates tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi, fide tazeve kuru agirligi, fidelerin ortalama
yaprak sayist ve koklenme diizeyinin tuz uygulamalarindan olumsuz etkilendigi,
klorofil a ve karotenoid igeriginin ise 80 mM NaCl konsantrasyonuna kadar artis
gosterirken, yliksek NaCl konsantrasyonunda (100 mM) genel olarak azaldigi

belirtilmistir. Ancak, tohumlara kisa siireli 24-epiBL 6n uygulamasinin NaCl stresi
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kosullarinda klorofil a ve karotenoid igeriklerinde artis sagladigi, fide gelisimini

arttirdig1 belirlenmistir (Gékdogan ve Biirlin 2015).

Biberde (Capsicum annuum L. vyiritilen bir calismada, 04 g I* NaCl
konsantrasyonundaki tuzlu su ile sulanan bitkilere 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 mg I*
konsantrasyonlarinda 24-epibrassinolid yapraktan piiskiirtme seklinde uygulanmigtir
(Maaouia ve Denden 2008). Arastirmada, 24-epibrassinolid uygulamasiyla tuzlu
kosullarda biberde biiylime parametreleri ve yaprak su igeriklerinin arttig1 belirlenmistir.
Ayrica 24-epibrassinolidin kok biiylimesi ve klorofil igerigine az da olsa etkili oldugu
gozlemlenmistir. Calismada uygulanan 5 farkli 24-epibrassinolid konsatrasyonu

arasindan en etkili konsantrasyonun 0.5 mg 1™ oldugu belirtilmistir.

Biber fidelerine 24-epibrassinolid (24-epiBL) uygulamalarinin erken fide doneminde
kuraklik stresi iizerine etkileri arastirilmistir. Fide doneminde kuraklik stresine karsi
toleransi arttirmak amaciyla biber fidelerine farkli yontemlerle (yapraktan ve topraktan
uygulama) ve farkli konsantrasyonlarda (0, 0.01, 0.1 veya 1 M) 24-epiBL uygulanmis
ve sonrasinda bir hafta sulanmayarak kuraklik stresine tabi tutulmustur. Biber fidelerine
farkli iki uygulama yontemi secilerek yapilan 24-epiBL uygulamalarinin kuraklik
stresinin bitkide olusturdugu zarara karsi toleransi arttirabilecegi ve fide gelisimini
olumlu sekilde etkileyebilecegi gozlemlenmistir. Arastirmada uygulanan 24-epiBL
konsantrasyonlar1 arasinda 0.1 M 24-epiBL konsantrasyonunun her iki uygulama
yonteminde kurakliga karsi kazanilan toleransta en etkili konsantrasyon oldugu
saptanmistir. Ayricakullanilan uygulama yontemleri karsilastirildiginda, yapraktan
uygulamanin, topraktan uygulamaya kiyasla daha 1yi sonug¢ verdigi goriilmiistiir (Arslan

2011).

Marulda (Lactuca sativa L. var. crispa) 24-epibrasinolid (24-epiBL) uygulamalarinin,
tuz stresi altinda biiyiime, klorofil ve mineral icerigi lizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla yiiriitilen arastirmada, sera kosullarinda bir saksi denemesi kurulmustur.
Marul fidelerine 0, 1, 2, 3 uM konsantrasyonlarinda tohum ve yapraktan 24-epiBL
uygulamalar1 yapilmistir. Tuz uygulamasi olarak ise 0, 50 ve 100 mM

konsantrasyonlarinda NaCl besin ¢ozeltisi ile birlikte bitkilere verilmistir. Tuz stresinin,

12



marul bitkilerinin biiyiime ve mineral igerigini etkiledigi bununla birlikte, 24-epiBL
uygulamalarinin fide taze ve kuru agirligl, kok taze ve kuru agirhig ve gévde capini
arttirdig1r  belirlenmistir. Arastirma sonucunda, en iyi etkinin 3 uM 24-epiBL
uygulamasindan elde edildigi ve 24-epiBL uygulamasinin fide gelisimini artirdigi
bildirilmistir (Ekinci vd. 2012).

Coban (2014), farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirilen nanede (Mentha piperita L.)
24-epibrassinolid (24-epiBL) uygulamalarinin biiyiime, gelisme, ve ikincil metabolit
birikimi tlizerine etkilerini aragtirmistir. Bu amagla, nane bitkilerine ii¢ farkli NaCl (0,
100 ve 150 mM) ve dért farkli 24-epiBL (0, 0.5, 1.5 ve 2.5 mg I"*) konsantrasyonlart
uygulanmistir. Arastirma sonucunda 24-epiBL uygulamalarinin stres etkilerini dnemli
derecede azalttigi, bitkilerin canliligimi yitirdigi tuz konsantrasyonlarinda yasamina
devam edebilmesini sagladig1 ve stres altinda olmayan bitkilerde (kontrol grubu) ucucu
yag miktarin1 6nemli dl¢lide artirdigi goriilmiistiir. Arastirmada 100 mM NaCl igin 0.5
mg 1™ 24-epiBL; 150 mM NaCl igin ise 2.5 mg I 24-epiBL uygulamalari zararlanma
derecesi, yaprak agirligi ve ugucu yag miktar1 bakimindan Mentha piperita tiiriine ait

nanelerde en iyi sonuglarin alindig1 konsantrasyonlar olarak tespit edilmistir.

Lahana grubu sebzelerde brassinosteroid uygulamalari ve strese dayaniklilik konusunda

yapilan ¢alismalar bulunmaktadir (Bartwal ve vd. 2013, Guo vd. 2014).

Hardalda (Brassica juncea) yapilan bir calismada tuzlu kosullarda (4.2 ds m™)
yetistirilen hardal bitkisine (Brassica juncea L. cv Varuna) disaridan uygulanan
28-homobrassinolid (28-HomoBL) ve salisilik asitin (SA) biiyliime, fotosentetik
parametreler, transpirasyon ve prolin igerigi Tlzerindeki etkileri incelenmistir.
Calismada, 29 giinlik bitkilerin yapraklarina damitilmis su, 28-HomoBL ve SA
kombine sekillerde su (kontrol), su + 28-homoBL, su + SA, su + 28-homoBL + SA
puskiirtiilerek uygulanmig, ekimden sonraki 30 giinliik (piiskiirtme uygulamasindan 24
saat sonra) ve 45 giinlik bitkilerin analizleri yapilmistir. Tuzlu kosullarin bitki
bliylimesini ve gaz degisim parametrelerini 6nemli Olgiide azalttigl, yapraktaki prolin
miktar1 ve elektrolit sizintisint ise arttirdigi belirlenmistir. Bu etkilerin 30 giinliik

bitkilerde 45 giinliikk bitkilere gore daha belirgin oldugu bildirilmistir. Uygulanan iki
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hormondan (28-HomoBL ve SA) 28-HomoBL’nin alinan iki 6rnek doneminde de daha
etkili oldugu belirtilmis ve 45 giinliik bitkilerde 28-HomoBL ve SA kombinasyonunun
tuzlu kosullarin yarattigi olumsuz etkileri tamamen ortadan kaldirdigi belirtilmistir

(Hayat vd. 2012).

Hardalda yapilan baska bir calismada NaCl ve NiCl, bulunan ortamlarda yetisen
bitkilerin 24-epibrassinolid (24-epiBL) uygulamalarina verecegi tepkiler arastirilmistir.
15 giinliik bitkilere 1uM konsantrasyonundaki 24-epiBL yapraktan piiskiirtiilmiis ve 30
giinliikken hasat edilmislerdir. NaCl ve NiCl, stresine maruz birakilan bitkilerde
bliylime, pigment ve fotosentetik parametrelrinde 6nemli diisiisleroldugu, bununla
birlikte 24-epiBL uygulamasi ile NaCl ve NiCl, uygulamalarmin yarattigi olumsuz
etkinin giderlildigi ve s6z konusu parametrelerde belirgin bir iyilesme saglandig
belirlenmistir. NaCl ve NiCl,, elektrolit sizintis1 ve lipid peroksidasyonunu arttirmas,
membran stabilite indeksi (MSI) ve bagil su igerigini azaltmistir. 24-epiBL uygulamasi
MSI ve bagil su iceriginde iyilesme saglamis ancak elektrolit sizintis1 ve lipid
peroksidasyonunu etkilememistir. Belirtilen stres kosullarinda uygulanan 24-epiBL
sonucu antioksidatif enzimler ile prolin seviyesinin de Onemli Olgiide arttigt

belirtilmistir (Ali vd. 2008).

Brokoli filizlerinde yapilan bir ¢alismada ekim Oncesi tohumlara 24-epibrassinolid
uygulamasinin, tuzlu su ile sulanan filizlerde ¢imlenme orani, taze agirlik, askorbik asit ve
glukozinolat igerikleri, mirosinaz ve antioksidan aktiviteleriiizerine etkileri arastirilmistir.
Calismada 0 (kontrol), 2, 20 ve 200 nM 24-epiBL konsatrasyonlar1 ve 0 (kontrol),40 ve 160
mM NaCl konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Brokoli tohumlar1 0 (damitilmis su), 2, 20 ve
200 nM 24-epiBL igerisinde 24 saat bekletilmis, 5 giinliik filizler 0 (damitilmis su), 40 ve
160 mM NaCl konsantrasyonunda suyla sulanmis ve 8 giinliikken hasat edilmistir.
Aragtirma sonucunda, toplam glukozinolat ve glukorafanin igerigi 2nmol 24-epiBL + 40
mM NaCl kombinasyonunda sirasiyla % 86 ve % 85 oraninda artti1 ayrica 20 nM 24-
epiBL uygulamasi ile mirosinaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir. Askorbik
asit icerigi 20 nM 24-epiBL uygulamasi sonucu 6nemli 6l¢iide artmis ve 20 nM 24-epiBLve
40 mM NaCl’nin kombine uygulamasinda, tek basina 40 mM NaCl uygulamasina gore
belirgin bir artig gostermistir (Guo vd. 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez calismasi, 2016-2017 yillarinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimiinde gerceklestirilmistir. Deneme iki tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir.
Calismanin tohum ekimi ve fide gelisim donemi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii iklim odasinda, glukozinolat ekstraksiyonu ve analizler ise

molekiiler biyoloji ve HPLC laboratuvarlarinda yapilmaistir.

3.1 Bitkisel Materyal

Calismada Memphis F1 (Brassica oleraceavar. botrytis cv.Memphis F1) (Vilmorin
Anadolu Tohumculuk) hibrit karnabahar ¢esidi kullanilmistir (Sekil3.1). Memphis F1,
sik1, derin dondurmaya uygun, ortalama 2-3 kg agirliginda, beyaz renkli bir cesittir.
Genis yapili ve orta giiclii olan bu ¢esidin hasat siiresi 95-105 giin olarak belirtilmistir

(www.anatoh.com 2016).

Sekil 3.1 Memphis F1 ¢esidinin Ankara kosullarinda ta¢ gelisimi (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Sebze Bahgesi)
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3.2 Tohum Ekimi

Karnabahar ¢esidine ait tohumlar torf (Plantaflor-Humus, Verkaufs-GmBH, Germany)
veperlit (1:1) ortamimda 22+2 °C iklim odasindagimlendirilmistir (Sekil 3.2). Iklim

odasinin nem orani % 75 civarinda tutulmustur.

Isiklandirma, floresan 1s1k kaynaginda (72 mMm™ s™) 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik

olacak sekilde uygulanmistir.

Sekil 3.2 Fide ¢ikis1

Fideler 2-3 gergek yaprakli doneme ulastiginda kum:perlit (2:1) ve torf:perlit (2:1)
ortamlarina sasirtilarak gelistirilmislerdir (Sekil 3.3-3.4).
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Sekil 3.3 Torf:perlit (2:1) ortamina sasirtilan fideler
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Sekil 3.4 Kum:perlit (2:1) ortamina sasirtilan fideler
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3.3 Fidelerin Gelistirilmesi, Tuz ve 28-Homobrasinolid Uygulamalar:

Torf:perlit ve kum:perlit ortamlarina 2-3 yaprakli donemde sasirtilan fideler 4-5 gergek

yaprakli doneme ulasana kadar Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanmustir.

Sulama yapilan Hoagland besin ¢ézeltisinin EC degeri 0.30 mS/cm? (milisiemens/cm?)

giarak ol¢iilmiistiir.

Denemede kontrol, tuz stresi uygulamasi, tuz stresi+28-homobrassinolid (28-HomoBL)
uygulamasi ve yalniz 28-homobrassinolid uygulamasi olmak iizere 4 grup uygulama

yapilmistir.

3.3.1 Tuz (NaCl) uygulamalar:

Tuz uygulamalarina bitkilerin 4-5 gercek yaprakli doneminde baglanmistir. Tuz

uygulamasi NaCl formundaki tuzun Hoagland besin ¢ozeltisine ilavesiyle saglanmigstir.

Tuz stresi denemesinde Onceki c¢alismalarimizdan elde edilen veriler 1s18inda

karnabahar fidelerine 150 mM ve 200 mM tuz uygulamasi yapilmistir (Cizelge 3.1).

3.3.2 Brassinosteroid (28-Homobrassinolid) uygulamalari

28-Homobrassinolid uygulamalar yapraktan piiskiirtme seklinde uygulanmustir. Ilk
denemede iteratiir aragtirmalari dogrultusunda 0.5 mg I"* ve 1 mg I olarak belirlenen

(Alyemeni vd. 2013) iki farkli konsantrasyonda uygulama yapilmistir (Cizelge 3.1).

28-homobrassinolid uygulamasi tuz uygulamalarindan 24 saat sonra yapraktan

puskiirtme seklinde uygulanmistir (Sekil 3.5). Piiskiirtme dncesinde hazirlanan hormon
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cozeltisi hormonun yapraklarda tutunmasini saglamak amaciyla tween 20 eklenerek

uygulanmistir. Hormon uygulamasindan 24 saat sonra bitkiler hasat edilmistir.

Cizelge 3.1 Ik denemede yapilan uygulamalar

Kontrol

150 mM tuz

200 mM tuz

0.5 mg 1" 28-HomoBL

1 mg I"* 28-HomoBL

150 mM tuz + 0.5 mg I™* 28-HomoBL
200 mM tuz + 0.5 mg 1™ 28-HomoBL
150 mM tuz + 1 mg I'* 28-HomoBL
200 mM tuz + 1 mg I™* 28-HomoBL

Deneme sonucunda elde edilen veriler 1s18inda ikinci tekrarda tuz ve brassinosteroid
konsantrasyonlar1 daha etkili sonug verdigi belirlenen 200 mM NaCl ve 1 mg I*

28-homobrassinolid ve kombinasyonlar1 seklinde uygulanmistir.

[k deneme sonuglarma gére denemenin ikinci tekrarinda yapilan uygulamalar:

1) Kontrol

2) 200mM tuz

3) 1 mg It 28-HomoBL

4) 200 mM tuz + 1 mg I 28-HomoBL
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Sekil 3.5 Hormon uygulamas1 yapilmis 6rnekler

3.4 Ol¢iim ve Analizler

3.4.1 Fide biiyiime ve gelisiminin belirlenmesi

3.4.1.1 Fide boyu

Fidelerin kok baslangicindan itibaren toprak iistii kismi Olgiilerek (cm) belirlenmistir
(Sekil3.6).
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3.4.1.2 Kok boyu

Fidelerin kok baslangicindan itibaren toprak alti kok bdolgesinin Olciilmesiyle (cm)
belirlenmistir (Sekil3.6).

Sekil 3.6 Fide boyu ve kok boyu o6lgiimii

3.4.1.3 Govde cap1

Fidelerin orta kismindan dijital kumpas yardimui ile dlgiilerek (mm) belirlenmistir
(Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Govde ¢apinin dl¢iimii

3.4.1.4 Fide yas ve kuru agirhg:

Fidelerin yas agirliklar1 hassas dijital terazide tartilarak (g) belirlenmistir. Kuru agirlhigi

ise liyofilizatérde kurutulduktan sonra (g) belirlenmistir.

3.4.2 Glukozinolat Analizleri

Glukozinolat analizleri igin ornekler liyofilizatorde (-84 °C, 0.02 mbar) (Sekil 3.8)

kurutulmustur.

22



Sekil 3.8 Liyofilizatorde kurutulan 6rnekler

Liyofilizatorde kurutulan drnekler 6giitiilerek ekstraksiyona hazir hale getirilmistir.

Glukozinolat ekstraksiyonu Sarikamis vd. (2006) tarafindan bildirildigi sekilde
yapilmistir. Buna gore,her drnekten 300 mg tartilarak orneklerin tizerine 10 ml % 70
(v/w) metanol ve 50 pl igsel standart (glucotropaeolin) eklenip homojenize edilmistir.
Metanol ve standart eklenip hazirlanan 6rnekler 30 dakika boyunca 70 °C su banyosu

igerisinde inkiibeedildikten sonra 3000 rpm doniis hizinda 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijden ¢ikan ornekler DEAE Sephadex™ A-25rezervuarlar igerisine 3ml olacak

sekilde yiiklenmis ve siiziilmiistiir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Rezervuar hazirligi

Ornekler 75ul siilfataz enzimi yardim ile desiilfoglukozinolatlara déniistiiriilmiistiir.

3.4.3 HPLC-UV Analizi

50 pul 6rnek Waters Spherisorb 5 puM ODS 2, 4.6 x 250 mm kolonda % 99 su ve % 1
asetonitril karsimindan hazirlanan tasiyici faz ile 1 ml/dak’lik akis hizinda 229 nm dalga
boyunda analiz edilmis, piklerin konfirmasyonu kullanilan standartlar yardimi ile

saglanmstir.

Glukozinolat miktar1 kullanilan igsel standart sayesinde pmol g™ kuru agirlik cinsinden

hesaplanmustir.
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3.4.4 istatistiki Analizler

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriir ve her tekerriirde 3 bitki
olacak sekilde diizenlenmistir. Glukozinolat miktar1 tekerriir ortalamasi alinarak
ortalamatstandart hata (SE) olarak hesaplanmistir. Uygulamalar arasindaki fark
MINITAB paket programi kullanilarak varyans analizi ile ( ANOVA) hesaplanmustir.
Istatistik acidan onem diizeyi Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile MSTAT programi

yardimiyla p<0.05 diizeyinde hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Karnabahar fidelerinetuz ve 28-homobrassinolid uygulamasinin fide gelisimi ve

glukozinolat igerikleri lizerine etkileri incelenmistir.

4.1 Tuz ve BR uygulamari analiz sonuclari (1. Deneme)

4.1.1 Kum:perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin gelisimi

Tez calismasinda kum:perlit (2:1) ortaminda gelistirilen karnabahar fidelerine iki farkli
tuz (150mM ve 200mM NaCl) ve iki farkli brassinosteroid konsantrasyonu (0.5 mg I
ve 1 mgl™ BR) uygulanmistir. Uygulamalarin fide gelisimi tizerine etkisi fide boyu, kok
boyu, gévde capi, yas ve kuru agirligi incelenerek degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Kum:perlit (2:1) ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin tuz ve brassinolid uygulamalarina gére geligsim parametreleri (ortalama+SH)

Uygulama Fide Boyu Kok Boyu Govde Capi Yas Agirhik Kuru Agirhik
(cm) (cm) (mm) ) (9)
Kontrol 8.39+0.274b 4.33+£0.33¢ 1.177+0.107abc 0.460+0.021cd 0.123+0.006¢
150mM NaCL 7.78+0.313b 6.67+0.88abc 1.013+0.160bc 0.532+0.061bc 0.140+0.022bc
200mM NacCl 7.67+0.373b 6.67+0.67bc 0.977+0.043c 0.640+0.030b 0.192+0.009b
0.5mg I'BR 8.61+0.309ab 6.67+0.88abc 1.293+0.029a 0.628+0.020b 0.182+0.014b
1 mgl* BR 8.11+0.309b 7.33+0.88ab 1.033+0.035bc 0.621+0.014b 0.197+0.003b
150mM NaCl+0.5 mg I BR 8.78+0.278ab 5.33+0.88bc 1.263+0.08 1abc 0.664+0.029b 0.190+0.017b
200mM NaCl+0.5mg I'BR 9.33+0.236a 6.67+0.33abc 1.267+0.076abc 0.852+0.056a 0.295+0.003a
150mM NaCl+1mg I'BR 8.56+0.367ab 9.33+1.20a 1.400+0.078a 0.343+0.023d 0.283+0.009a
200mM NaCl+1mg I'BR 8.06+0.294b 6.67+0.33abc 1.317+0.074ab 0.801+0.052a 0.258+0.028a




Calismada tuz ve brassinolid uygulamalari ile fide gelisim parametrelerinde kontrole
gore farkliliklar oldugu ve uygulamalar arasindaki farkin istatistiki agidan Snemli
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Fide boyu ve gévde ¢apinin tuz uygulamari ile azaldigi
gorilmistiir. Fide boyu, kok boyu, govde c¢api, yas ve kuru agirlik bakimindan en
yiiksek degerler tuz ve brassinolidin birlikte uygulandigi durumda belirlenmistir. En
yiiksek degerler fide boyu, yas agirlik ve kuru agirlik parametreleri i¢in 200 mM NaCl +
0.5 mg I Br uygulamasinda, kok boyu ve gdvde capt i¢in 150 mM NaCl + 1 mg I"Br

uygulamasi sonucu elde edilmistir (Cizelge 4.1).

4.1.2 Kum:perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerin glukozinolat icerigi

Kum:perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinde tuz ve brassinolid
uygulamalarina gore alifatik ve indol glukozinolat igeriklerindeki degisimler
incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore alifatik glukozinolatlardan glucoiberin
miktarmin kontrol bitkilerinde ortalama 2.533+1.430 pmol g*, 150 mM NaCl
uygulamasinda 0.633+0.568 pmol g, 200 mM NaCl uygulamasinda 1.737+0.202 pmol
g, 0.5 mg I"" BR uygulamasinda 2.180+0.694 pmol g*, 1mg I BR uygulamasinda
2.720+0.587 umol g, 150 mM NaCl + 0.5 mg I"* BR uygulamasinda 2.357+0.397 pmol
g™, 200 mM NaCl + 0.5 mg I"* BR uygulamasinda 1.835+0.635 pmol g*, 150 mM
NaCl + 1 mg I BR uygulamasinda 0.620+0.027 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I BR
uygulamasinda 3.190+0.849 umol g™ olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Uygulamalar
ile glucoiberin miktar1 bakimindan degisimler gozlenmekle birlikte bu degisimler

istatistiki olarak 6nemli diizeyde bulunmamistir (p>0.05).

Karnabaharda bulunan diger bir alifatik glukozinolat olan sinigrin miktar
incelendiginde, kontrol bitkilerinde ortalama 3.710+1.850 umol g, 150 mM NaCl
uygulamasinda 2.737+0.116 pmol g, 200 mM NaCl uygulamasinda 3.810+0.278 pmol
g*, 0.5 mg I BR uygulamasinda 2.270+1.100 pmol g™, 1 mg I'"* BR uygulamasinda
1.933+0.104 pmol g*, 150 mM NaCl + 0.5 mg I'* BR uygulamasinda 4.700:£0.628 pmol
g™, 200 mM NaCl + 0.5 mg I BR uygulamasinda 3.230+1.220 pmol g*, 150 mM
NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda 2.603+0.079 pmol g*, 200 mM NaCl + 1 mg I* BR
uygulamasinda 5.127+0.808 pmol g* olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.2). Benzer
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sekilde uygulamalar ile sinigrin miktarinda degisimler gozlenmekle birlikte bu

degisimler istatistiki olarak 6nemli diizeyde bulunmamistir (p>0.05).

Toplam alifatik glukozinolat miktarlar1 kontrol bitkilerinde ortalama 6.243+3.280 pumol
g'l, 150 mM NaCl uygulamasinda 3.367+0.673 umol g'l, 200 mM NaCl uygulamasinda
5.547+0.391 umol g*,0.5 mg I BR uygulamasinda 4.447+0.993 pmol g*, 1 mg I"* BR
uygulamasinda 4.653+0.551 pmol g, 150 mM NaCl + 0.5 mg I"! BR uygulamasinda
7.057+0.912 pmolg™, 200 mM NaCl + 0.5 mg I"* BR uygulamasinda 5.060+1.860 pmol
g™, 150 mM NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda 3.223+0.097 pmol g, 200mM NaCl +
1 mg I"* BR uygulamasinda 8.320+1.660 pmol g olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2)
(p>0.05).

Elde edilen sonuglar 1s18inda uygulamalar arasindaki fark istatistiki olarak ©nemli
bulunmamakla birlikte en yiiksek glucoiberin miktarmin 200mM NaCl+1 mg I
uygulamasinda (3.190+0.849 pumol g™) oldugu bunu sirastyla 1 mg I BR uygulamasi
ve 200 mM NaCl uygulamasinin izledigi belirlenmistir (Cizelg4.2). Diger énemli bir
alifatik glukozinolat olan sinigrin igerigi bakimindan en yiiksek deger 200 mM NaCl +
1 mg I uygulamasinda (5.127+0.808 pmol g*) elde edilmis bu degeri sirasiyla 150 mM
NaCl + 0.5 mg I BR, 200 mM NaCl izlemistir (Cizelge4.2). Toplam alifatik
glukozinolatlar bakimindan da benzer sekilde en yiiksek deger 200 mM NaCl + 1 mg I
uygulamasinda (8.320+1.660 pmol g'l) elde edilmistir.
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Cizelge 4.2 Kum:perlit ortaminda gelisen fidelerin alifatik glukozinolat miktarlari
(umol g*) (ortalama+SH)

Uygulama

Glucoiberin

Sinigrin

Toplam alifatik

Kontrol

150mM NaCL

200mM NacCl

0.5 mg I"BR

1mgI'BR

150mM NaCl+0.5mgl™ BR

200mM NaCl+0.5mg I'* BR

150mM NaCl+1img I BR

200mM NaCl+1mg I BR

2.533+1.430 a

0.633+0.568 a

1.737+0.202 a

2.180+0.694a

2.720+0.587 a

2.35740.397 a

1.835+0.635 a

0.620+0.027 a

3.190+0.849 a

3.710+1.850 a

2.737+0.116 a

3.810+0.278 a

2.270+1.100a

1.93340.104 a

4.700+0.628 a

3.230+1.220a

2.603+0.079 a

5.127+0.808 a

6.243+3.280 a

3.367+0.673 a

5.547+0.391 a

4.447+0.993a

4.653+£0.551 a

7.057+£0.912 a

5.060+1.860a

3.223+0.097 a

8.320+1.660 a

Indol grubu bilesikler incelendiginde ise glucobrassicin(3-indolylmethyl) igerigi,
kontrol bitkilerinde ortalama 1.173+0.650 pmol g™, 150 mM NaCl uygulamasinda
0.847+0.055 pmol g™, 200 mM NaCl uygulamasinda 1.127+0.174 pmol g, 0.5 mg I
BR uygulamasinda 1.433+0.522 pmol g™, 1 mg I BR uygulamasinda 0.757+0.084
umol g, 150mM NaCl + 0.5 mg I"* BR uygulamasinda 1.550+£0.293 pmol g™, 200 mM
NaCl + 0.5 mg I"! BR uygulamasinda 1.315+0.355 pmol g*, 150 mM NaCl + 1 mg I
BR uygulamasinda 0.787+0.109 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda

3.293+0.645 pmol g olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3).
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4-methoxyglucobrassicin  (4-methoxy-3-indolylmethyl) miktari, kontrol bitkilerinde
ortalama 0.250+0.067 pmol g*, 150 mM NaCl uygulamasinda 0.433+0.041 pmol g™,
200 mM NaCl uygulamasinda 0.783+0.047 pmol g, 0.5 mg I BR uygulamasinda
0.5753+0.169 pmol g, 1 mg I* BR uygulamasinda 0.323+0.078 pumol g*, 150 mM
NaCl + 0.5 mg I'"* BR uygulamasinda 1.180+0.131 pmol g, 200 mM NaCl + 0.5 mg I
BR uygulamasinda 0.375+0.025 pmol g™, 150 mM NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda
0.547+0.041 pmol g*, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda 0.967+0.200 pmol
g'1 olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.3).

1-methoxyglucobrassicin  (1-methoxy-3-indolylmethyl) igerigi, kontrol bitkilerinde
ortalama 0.227+0.102 pmol g*, 150 mM NaCl uygulamasinda 0.210+0.097 pmol g™,
200 mM NaCl uygulamasinda 0.560+0.070 pmol g™, 0.5 mg I BR uygulamasinda
0.533+0.175 pmol g*, 1 mg I BR uygulamasinda 1.503+0.988 pmol g*, 150 mM
NaCl + 0.5 mg I'* BR uygulamasinda 0.487+0.079 pmol g™, 200 mM NaCl + 0.5 mg I
BR uygulamasinda 0.865+0.275 pmol g™, 150 mM NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda
0.273+0.018 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* uygulamasinda 0.650+0.232 pmol g™
olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.3).

4-hydroxyglucobrassicin  (4-hydroxy-3-indolylmethyl) miktari, kontrol bitkilerinde
ortalama 0.127+0.060 pumol g*, 150mM NaCl uygulamasinda 0.300+0.038 pmol g™,
200 mM NaCl uygulamasinda 0.463+0.054 pmol g'l, 0.5 mg I* BR uygulamasinda
0.187+0.073 pmol g, 1 mg I BR uygulamasinda 0.140+0.020 pmol g™, 150 mM
NaCl + 0.5 mg I'"* BR uygulamasinda 0.837+0.088 pmol g, 200 mM NaCl + 0.5 mg I™
BR uygulamasinda 0.605+0.005 pmol g™, 150 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda
0.417+0.023 pmol g*, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda 0.747+0.034 pmol
g™ olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Toplam indol igerigi, kontrol bitkilerinde ortalama 1.773+0.862 pmol g*, 150 mM
NaCl uygulamasinda 1.787+0.126 pmol g'l, 200 mM NaCl uygulamasinda 2.930+0.339
umol g*, 05 mg I* BR uygulamasinda 2.730+0.885 pmol g, 1 mg I* BR
uygulamasinda 2.727+1.170 pmol g™, 150 mM NaCl + 0.5 mg I"* BR uygulamasinda
14.053+0.557 umol g, 200 mM NaCl + 0.5 mg I BR uygulamasinda 3.160+0.600
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umol g™, 150 mM NaCl + 1 mg I BR uygulamasinda 2.020+0.181 pumol g*, 200 mM
NaCl + 1 mg I BR uygulamasinda 5.660+0.888 pmol g’ olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.3).

Analiz sonuglarina gore uygulamalar arasinda fark bulunmadigindan, gerek alifatik
gerekse indol glukozinolat miktar1 bakimindan en etkili konsantrasyonlar olarak
belirlenen 200 mM NaCl ve 1 mg I'* BR konsantrasyonlar segilerek denemenin ikinci
tekrarinda belirlenen uygulamalar iki farkli ortamda (torf:perlit ve kum:perlit)
denenerek farkli ortam kosullarinda secilen konsantrasyonlarin glukozinolat miktarina

etkileri incelenmistir.
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Cizelge 4.3 Kum:perlit ortaminda gelisen fidelerin indol glukozinolat miktarlari (umol g'l) (ortalama+SH)

Uygulama GBS 4-MetGBS 1-MetGBS 4-OHGBS Toplam Indoller
Kontrol 1.173+0.650b 0.250+0.067d 0.227+0.102a 0.127+0.060¢ 1.773+£0.862b
150mM NaCL 0.847+0.055b 0.433+0.041d 0.210+0.097a 0.300+0.038¢e 1.787+0.126b
200mM NacCl 1.127+0.174b 0.783+0.047cd 0.560+0.070a 0.463+0.054¢ 2.930+0.339b
0.5 mgl'lBR 1.433+0.522b 0.5753+0.169a 0.533+0.175a 0.187+0.073a 2.730+0.885b
1 mgl'lBR 0.757+0.084b 0.323+0.078d 1.503+0.988a 0.140+0.020bc 2.727+1.170b

150mMNaCl+0.5mgl™ BR

200mM NaCl+0.5mgl™ BR

150mM NaCl+1mgl™ BR

200mM NaCl+1mgl™ BR

1.550+0.293b

1.315+0.355b

0.787+0.109b

3.293+0.645a

1.180+0.131cd

0.375+0.025¢cd

0.547+0.041bc

0.967+0.200ab

0.487+0.079a

0.865+0.275a

0.273+0.018a

0.650+0.232a

0.837+0.088de

0.605+0.005d

0.417+0.023cd

0.747+0.034ab

4.053+0.557a

3.160+0.600ab

2.020+0.181b

5.660+0.888a




4.2 Tuz ve BR uygulamalar1 analiz sonuclari (2.Deneme)

4.2.1 Torf:Perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin gelisimi

Torf:perlit (2:1) ortaminda yetisen bitkilerin fide boyu, kdk boyu, govde gapi, yas ve
kuru agirhigr incelenmistir (Cizelge 4.4). Buna gore, uygulamalar ile fide boyu, kok
boyu, govde ¢ap1 ve fide yas agirliginin kontrole gore azaldigi belirlenmis (p<0.05),

kuru agirlikta ise 6nemli bir fark olusmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.4 Torf:perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin tuz ve brassinolid
uygulamalarina gore gelisim parametreleri (ortalama+SH)

Uygulama Fide Boyu Kok Boyu Govde Capi Yas Agirhik Kuru Agirhk
(cm) (cm) (mm) (9) )

Kontrol 14.83+0.44 a 13.00+0.76 a 3.643+0.034a  4.157+0.171a 0.343+0.013 a

200 mM 12.83+0.17 b 11.83£0.60 ab  3.070+0.083b  2.697+0.037ab  0.330+0.012 a

NacCl

1mgI'BR 13.33+0.33ab  9.67+0.33 b 3.43740.013a  2.310+0.317b 0.367+0.019 a

200mM NaCl 12.17+0.44 b 10.67£0.67 ab  2.980+0.078 b 2.530+0.150 ab  0.337+0.023 a

+

1mgI'BR

4.2.2 Torf:Perlit ortaminda gelistirilen karnabahar fidelerinin glukozinolat
Icerikleri

Torf:perlit (2:1) ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin alifatik ve indol
glukozinolat igerikleri belirlenmistir. Buna gore, karnabahar fidelerinde sirasiyla
glucoiberin, sinigrin,

4-hydroxyglucobrassicin, glucobrassicin,
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4-methoxyglucobrassicin ve 1-methoxy-glucobrassicin glukozinolatlar belirlenmistir
(Sekil 4.1).

2 1333602 S]_)

2061 2418516:

510

10.176 BEETAT

Sekil 4.1 Torf:perlit ortaminda kontrol grubu bitkilerin glukozinolat profili

a.Glucoiberin, b.Sinigrin, c.4-Hydroxyglucobrassicin, d. Glucotrapeolin (i¢sel standart), e.Glucobrassicin,
f.4-Methoxyglucobrassicin, g.1-Methoxyglucobrassicin

Tuz uygulamast yapilan fidelerde glukozinolat profili aym1 olmakla birlikte
UV-absorbans degeri (y-ekseni) dikkate alindiginda glukozinolat igeriginde azalma
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2 Torf:perlit ortaminda 200 mM NaCl uygulamasi yapilan bitkilerin glukozinolat profili
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200 mM NaCl + 1mg I* BR uygulamasinda, tuz uygulamasina benzer sekilde
UV-absorbans degeri dikkate alindiginda glukozinolat icerigindeki kontrole gore diisiis
gorilmektedir (Sekil 4.3 ).
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Sekil 4.3 Torf:perlit ortamida 200 mM NaCl + Img I BR uygulamas: yapilan
bitkilerin glukozinolat profili

BR (1 mg I'") uygulamas: ile elde edilen kromatogramlarda UV-absorbans degerine
gore indol glukozinolat miktarmin (glucobrassicin ve 1-methoxyglucobrassicin) yiiksek

oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.4)
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Sekil 4.4 Torf:perlit ortaminda 1 mg I"* BR uygulamas yapilan bitkilerin glukozinolat profili
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Orneklere igsel standart glucotrapeolin eklenerek yapilan hesaplamalarda glukozinolat
icerikleri kuru agirlik cinsinden pmolg ™ olarak hesaplanmustir. Hesaplamalara gore elde

edilen degerler ¢izelge 4.5-4.6’da sunulmustur.

Sonuglara gore torfiperlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin alifatik
glukozinolatlardan glucoiberin igerigi kontrol bitkilerinde ortalama 1.803+0.083 pmol
g™, 200 mM NaCl uygulamasinda 1.270+0.104 umol g™, 1 mg I'* BR uygulamasinda
1.27040.348 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda 1.533+0.328 pmol
g' olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Buna gore uygulamalar ile glucoiberin

miktarinda bir miktar degisimler gozlenmekle birlikte bu degisimler istatistiki olarak

onemli diizeyde bulunmamistir (p>0.05).

Diger bir alifatik glukozinolat olan sinigrin miktar1 incelendiginde, kontrol bitkilerinde
ortalama3.853+0.424 pmol g*, 200 mM NaCl uygulamasinda 3.187+0.243 pmol g™,
1 mg I'* BR uygulamasinda 2.693+0.459 pmol g*, 200 mM NaCl + 1 mg I BR
uygulamasinda 2.633+0.345 pmolg™ olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.5). Burada da
uygulamalar ile bir miktar degisimler gozlenmekle birlikte bu degisimler istatistiki

olarak 6nemli diizeyde bulunmamustir (p>0.05).

Toplam alifatik glukozinolat miktarlar1 kontrol bitkilerinde ortalama 5.663+0.493 pmol
g™, 200 mM NaCl uygulamasinda 4.450+0.344 umol g™, 1 mg I'* BR uygulamasinda
3.967+0.803 pmol g™, 200 mM NaCl + 1mg I"* BR uygulamasinda 4.163+0.671 pmol
g olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Uygulamalarin toplam alifatik miktarinda

yarattig1 degisim istatistiki olarak énemli bulunmamistir (p>0.05).

Elde edilen sonuglara gore istatistiki olarak 6nemli bulunmamakla birlikte torf:perlit

ortaminda uygulamalar ile birlikte alifatik glukozinolat igeriginin azaldig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.5 Torf:perlit ortaminda gelisen fidelerin alifatik glukozinolat miktarlar
(umol g™) (ortalama+SH)

Uygulama Glucoiberin Sinigrin Toplam alifatik
Kontrol 1.803+0.083 a 3.853+0.424 a 5.663+0.493 a
200mM NacCl 1.270+0.104 a 3.187£0.243 a 4.4504+0.344 a
1mg I"BR 1.270+0.348 a 2.693+0.459 a 3.967+0.803 a

200mM NaCl+1mgl? BR

1.533+0.328 a

2.633+0.345 a

4.163+0.671 a

[ep]

(6]

I

w

N

Glukozinolat Miktar: pmol/g KA

[EEN
!

200 mM NaCl

Kontrol

200 mM NaCl +

1mg17'BR

1mg17'BR

m Glucoiberin
m Sinigrin
= Toplam alifatik

Sekil 4.5 Torf:Perlit ortaminda yetistirilen fidelerin alifatik glukozinolat miktarlarindaki degisim

Torf+pelit ortaminda yetistirilen fidelerin indol glukozinolat icerikleri incelendiginde

glucobrassicin miktari, kontrol bitkilerinde ortalama 3.480+1.060 pmol g*, 200 mM
NaCl uygulamasinda 2.063+0.271 pmol g, 1 mg I"* BR uygulamasinda 3.647+0.698
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umol g*, 200 mM NaC I+ 1 mg I BR uygulamasinda 4.220+1.200 pmol g olarak
hesaplanmis olup gozlemlenen degisimler istatistiki olarak ©Onemli bulunmamistir

(p>0.05) (Cizelge 4.6).

4-methoxyglucobrassicinigerigi, kontrol bitkilerinde ortalama 0.643+0.138 umol g‘l,
200 mM NaCl uygulamasinda 0.563+0.057 pmol g, 1 mg I BR uygulamasinda
0.740+0.147 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda 0.870+0.124 pmol
g* olarak hesaplanmis ve uygulamalarin yarattigi etkiler istatistiki olarak onemsiz

bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.6).

1-methoxyglucobrassicin igerigi, kontrol bitkilerinde ortalama 1.430+0.475 pmol g™,
200 mM NaCl uygulamasinda 1.467+0.335 pumol g*, 1 mg I BR uygulamasinda
2.347+0.359 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda 3.887+0.720 pmol
g* olarak hesaplanmis olup uygulamalar arasinda gozlemlenen degisimler istatistiki

olarak dnemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.6).

4-hydroxyglucobrassicin igerigi, kontrol bitkilerinde ortalama 0.880+0.145 pmol g™,
200 mM NaCl uygulamasinda 0.747+0.073 pmol g*, 1 mg I BR uygulamasinda
0.697£0.073 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda 0.763+0.209 pmol
g'1 olarak hesaplanmis ve degerlerde yasanan degisimler istatisti olarak Onemli

bulunmamaistir (p>0.05) (Cizelge 4.6).

Toplam indol igerigi, kontrol bitkilerinde ortalama 6.430+1.790 pmol g™, 200 mM
NaCl uygulamasinda 4.837+0.694 pmol g™, 1 mg I"* BR uygulamasinda 7.430+1.240
umol g™, 200 mM NaCl + 1mg I BR uygulamasinda 9.740+2.200 pumol g olarak
hesaplanmistir ve toplam indol glukozinolat miktarinda gozlemlenen degisimler

istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.6).

Analiz sonuglarina gore indol igerikleri bakimindan bir miktardegisim gozlemlenmis
olup yalnizca 1-methoxyglucobrassicin grubunda goézlemlenen degisimler istatistiki

diizeyde onemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Torf:perlit ortaminda gelisen fidelerin indol glukozinolat miktarlar
(umol g) (ortalama+SH)

Uygulama GBS 4-MetGBS 1-MetGBS 4-OHGBS Toplam Indoller
Kontrol 3.480+1.060a  0.643+0.138a  1.430+£0.475b 0.880+0.145a  6.430+1.790 a
200 mM NaCl  2.063+£0.271a  0.563+£0.057a  1.467+0.335b 0.747+0.073 a  4.837+0.694 a
1mg I'BR 3.647+£0.698 a  0.740+0.147a  2.347+0.359ab  0.697+0.073 a  7.430+1.240 a
200 mM NacCl 4.220+1.200a  0.870+0.124 a  3.887+0.720 a 0.763£0.209a  9.740+2.200 a
+1mgl'BR
14

§ 12

on

=

(=]

£

3_ u GBS

=

= m 4-MetGBS

E = 1-MetGBS

[

E m 4-OHGBS

§

=

=

@]

Kontrol

200mM NaCl

200 mM NaCl +

I1mg17'BR

1mg17'BR

m Toplam Indol

Sekil 4.6 Torf:perlit ortaminda yetistirilen fidelerin indol glukozinolat miktarlarindaki degisim

4.2.3. Kum:Perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin gelisimi

Kum:perlit (2:1) ortaminda yetisen bitkilerin fide boyu, kdk boyu, gévde capi, yas ve

kuru agirlig1 incelenmistir (Cizelge 4.7). Sonuglara gore, uygulamalar ile fide boyu, kok
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boyu, govde capi, fide yas ve kuru agirliginin kontrole gore degisim gosterdigi
belirlenmistir (p<0.05). Kok boyu disinda, fide gelisim parametreleri bakimindan en
yiiksek degerler 200 mM tuz uygulamasinda belirlenmistir. GGvde cap1 hari¢ diger tiim
parametrelerde brassinolidin tek basmma veya birlikte uygulanmasinda fide gelisim

parametrelerinde azalma goriilmistiir.

Cizelge 4.7 Kum:perlit ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin tuz ve brassinolid
uygulamalarina gore gelisim parametreleri (ortalama+SH)

Uygulama Fide Boyu Kok Boyu Govde Capi Yas Agirhk Kuru Agirhik
(cm) (cm) (mm) C) (9
Kontrol 11.17+0.44 ab  13.83+0.44a  2.450+£0.040a 1.660+0.031b  0.203+0.003 bc

200 Mm NaCl 11.50+0.29 a 11.67+£0.73 ab  2.563+0.099 a  2.097+0.038a  0.280+0.012 a
1mgI'BR 9.33+0.60 b 12.00£0.50 ab  2.077+0.044b  1.123+£0.102 ¢ 0.160+0.020 c

200mM NaCl  10.83:0.17ab  10.67+0.73b  2.443+0.058a 1.810£0.076ab  0.260+0.017 ab

+
1mgI*BR
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4.2.4 Kum:Perlit ortaminda gelistirilen karnabahar fidelerinin glukozinolat
icerikleri

Kum:perlit (2:1) ortaminda yetistirilen karnabahar fidelerinin alifatik ve indol
glukozinolat igerikleri belirlenmistir. Buna gore, karnabahar fidelerinde sirasiyla
glucoiberin, sinigrin, 4-hydroxyglucobrassicin, glucobrassicin,
4-methoxyglucobrassicin ve 1-methoxy-glucobrassicin glukozinolatlar belirlenmistir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kum:perlit ortaminda kontrol grubu bitkilerin glukozinolat profili

Tuz uygulamasi yapilan fidelerde glukozinolat profili aym1 olmakla birlikte UV-
absorbans degeri (y-ekseni) dikkate alindiginda kontrole goére glukozinolat iceriginde

azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8 Kum:perlit ortaminda 200 mM NaCl uygulamasi yapilan bitkilerin glukozinolat profili

Tuz ve BR uygulamasinda (200 mM NaCl+1 mg I BR) glukozinolat profili ayn1 olup
UV-absorbans degeri dikkate alindiginda glukozinolat igeriginin kontrole gore bir

miktar azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Kum:perlit ortaminda 200 mM NaCl + Img I BR uygulamas yapilan
bitkilerin glukozinolat profili

Tek basma BR (1 mg I™") uygulamas: ile elde edilen kromatogramlarda UV-absorbans
degerine gore Tuz ve BR uygulamasima (200 mM NaCl + 1 mg I BR) benzer oldugu
gozlenmektedir (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10 Kum:perlit ortaminda 1 mg I BR uygulamasi yapilan bitkilerin glukozinolat profili

Uygulamalar sonucu fidelerin glucoiberin igerikleri, kontrol bitkilerinde ortalama
5.170+1.140 pmol g™, 200 mM NaCl uygulamasinda 0.983+0.253 pmol g™, 1 mg I
BR uygulamasinda 3.020+1.250 pmol g*, 200 mM NaCl + 1 mg I' BR
uygulamasindal.280+0.140 umol g olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.8). Uygulamalar
sonucu glucoiberin miktarinda kontrole gére azalma belirlenmis ve bu azalma istatistiki

olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Sinigrin miktarlar1 incelendiginde, kontrol bitkilerinin ortalama 5.470+0.837 pmol g™,
200 mM NaCl uygulamasinda 2.410£0.376 umol g*, 1 mg I BR uygulamasinda
3.707+0.879 pmol g™, 200 mM NaCl + 1mg I"* BR uygulamasinda 2.117+0.355 pmol
g'1 olarak hesaplanmistir (Cizelge4.8). Sinigrin miktarinin da glucoiberin gibi
uygumlalar ile birlikte azaldigt ve bu azalisin istatistiki olarak 6nemli oldugu

belirlenmistir (p<0.05).

Toplam alifatik glukozinolat miktarlar1 kontrol bitkilerinde ortalama 10.640+1.970
umol gt 200 mM NaCl uygulamasinda 3.393+0.623 pmol g*, 1 mg I* BR
uygulamasinda 6.720+2.110 pmol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda
3.393+0.491 pmol g'1 olarak belirlenmistir (Cizelge4.8). Toplam alifatik bilesik

miktarindaki azalma istatistiki olarak énemli bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.8 Kum:perlit ortaminda gelisen fidelerin alifatik glukozinolat miktarlari
(umol g™) (ortalama+SH)

Uygulama Glucoiberin Sinigrin Toplam alifatik
Kontrol 5.170+1.140 a 5.470+0.837 a 10.640+1.970 a
200mM NacCl 0.983+0.253 b  2.410+0.376 b  3.393+0.623 ¢
1mg I"BR 3.020+£1.250 ab  3.707+£0.879 ab  6.720+2.110 b

200mM NaCl+ 1mgl"BR 1.280+0.140b  2.117+0.355b 3.393+0.491 c

= Toplam alifatik

14
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Kontrol 200mM NaCl 200 mM NaCl+ 1mg 17'BR
Img17'BR

Sekil 4.11 Kum:Perlit ortamindaki 6rneklerin alifatik glukozinolat miktarlar

Kum:perlit ortaminda yetistirilen fidelerin indol glukozinolatmiktarlarindaki degisimler

cizelge 4.9°daverilmistir.
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Analiz sonuglarina gére glucobrassicin igerigi, kontrol bitkilerinde 1.163+0.227 pmol g'l,
200 mM NaCl uygulamasinda 1.000+0.144 pmol g, 1 mg I* BR uygulamasinda
1.697+0.642 pmol g %, 200 mM NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda 1.483+0.318 pmol g*
olarak hesaplanmis ve gozlemlenen degisimler istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur

(p<0.05).

4-methoxyglucobrassicin miktar1, kontrol bitkilerinde 0.270+0.080 pmol g*, 200 mM
NaCl uygulamasinda 0.443+0.061 umol g'l, 1 mg I* BR uygulamasinda 0.290+0.080
umol g, 200 mM NaC I+ 1 mg I"* BR uygulamasinda 0.293+0.053 pumol g™ olarak
hesaplanmis ve gozlemlenen degisimler istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur

(p<0.05).

1-methoxyglucobrassicin igerigi, kontrol bitkilerinde ortalama 1.500+0.251 pmol g,
200 mM NaCl uygulamasinda 0.890+0.244 pmol g, 1 mg I" BR uygulamasi
2.147+0.387 umol g™, 200 mM NaCl + 1 mg I"* BR uygulamasinda 1.903+0.295 umol g™
olarak hesaplanmis ve gozlemlenen degisimler istatistiki olarak énemsiz bulunmustur

(p<0.05).

4-hydroxyglucobrassicin miktari, kontrol bitkilerinde 0.360+0.081 pmol g“l, 200 mM
NaCl uygulamasinda 0.280+0.023 pumol g'l, 1 mg I" BR uygulamasinda 0.343+0.129
umol g™, 200 mM NaCl + 1 mgl* BR uygulamasinda 0.273+0.048 pmol g™ olarak
hesaplanmis ve gozlemlenen degisimler istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur

(p<0.05).

Toplam indol igerigi, kontrol bitkilerinde 3.297+0.628 pmol g*, 200 mM NaCl
uygulamasinda 2.617+0.440 pmol g'l, 1 mg I" BR uygulamasinda 4.480+1.240 pmol g'l,
200 mM NaCl + 1 mg I'* BR uygulamasinda 3.953+0.667 pmol g olarak hesaplanmis ve

gozlemlenen degisimler istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.9 Kum:perlit ortaminda gelisen fidelerin indol glukozinolat miktarlari

m Toplam Indol

(umol g™) (ortalama+SH)
Uygulama GBS 4-MetGBS 1-MetGBS 4-OHGBS Toplam Indoller
Kontrol 1.163+0.227a 0.270+0.080a 1.500+0.251a 0.360+0.081a 3.297+0.628 a
200 mM NaCl 1.000+0.144a  0.443+0.061 a 0.890+0.244a 0.280+0.023a 2.617+0.440 a
1mg I"BR 1.697+£0.642 a 0.290+0.080 a  2.147+0.387 a 0.343+0.129a  4.480+1.240 a
200 mM NaCl 1.483+0.318a 0.293+0.053a 1.903+0.295a 0.273+0.048 a 3.953+0.667 a
+1mgI*BR
12
10

&0 8

g = GBS

=

E m 4-MetGBS
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= m 4-OHGBS

S

£

S

-
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200mM NaCl
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I1mg17'BR

1mg17'BR

Sekil 4.12 Kum:Perlit ortamindaki 6rneklerin indol glukozinolat miktarlar
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5. TARTISMA VE SONUC

Karnabahar fidelerine 28-homobrassinolide uygulamasinin tuz stresi altinda fide
gelisimi ve glukozinolat igerigi iizerine etkilerinin incelendigi tez ¢alismasinda, fidelerin

gelisim parametreleri ve glukozinolat igerikleri degerlendirilmistir.

Tez ¢alismasinda, ilk denemede kum:perlit (2:1) ortaminda 150 mM ve 200 mM tuz ile
05mgltvel mg I BR uygulamasi ve kombinasyonlar1 olmak iizere toplam 8 farkl
uygulama denenmistir. Bu uygulamalarda incelenen fide gelisim parametreleri
bakimindan uygulamalar arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu; kontrol
bitkileri ile karsilastirildiginda fide boyu, yas ve kuru agirlik bakimindan en yiiksek
degerlerin 200 mM NaCl + 0.5 mg I BR uygulamasinda; kok boyu ve gévde ¢api
bakimindan ise en yiiksek degerlerin 150 mM NaCl + 1 mg I BR uygulamasinda elde
edildigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglar dogrultusunda kum:perlit
ortaminda tuz ve BR kombine uygulamalarinin fide gelisim parametrelerini olumlu

yonde etkiledigi belirlenmistir.

Glukozinolat igerigi bakimindan ise, kum:perlit ortaminda alifatik glukozinolatlar
bakimindan en yiiksek degerler 200 mM NaCl + 1mg I* BR uygulamasinda ve bu
uygulamay1 takiben 150 mM NaCl + 0.5 mg I* BR uygulamasinda elde edilmistir.
Diger uygulamalarda ise alifatik glukozinolat miktar1 kontrolden daha diisiik diizeylerde
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Ancak yapilan istatistiki analizler sonucunda alifatik
glukozinolat icerigindeki farkin istatistiki olarak onemli olmadig tespit edilmistir.
Indol glukozinolatlar bakimindan ise kontrol bitkilerinde toplam indol glukozinolat
miktariin en diisiik diizeyde oldugu, en yiiksek indol miktarinin ise 200 mM NaCl + 1
mg I BR uygulamasinda, bu uygulmay: takiben 150 mM NaCl + 0.5 mg I* BR
uygulamasinda oldugu tuz ve BR kombine uygulmalarinda indol glukozinolat iceriginin
daha yiiksek oldugu ve uygulamalar arasindaki farkin istatistiki olarak énemli oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Kum:perlit ortaminda yiiriitiillen ilk deneme sonucunda uygulamalarin gerek fide

gelisim parametreleri gerekse alifatik ve indol glukozinolat igerigi iizerine etkileri ve
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sonuglarm istatistiki olarak énem diizeyleri degerlendirilerek 200 mM NaCl ve 1 mg I™
BR uygulamalar1 ve bunlarin kombinasyonlari segilerek denemenin ikinci tekrarinda
kum:perlit olarak belirlenen inert ortamin yanisira g¢alismaya torf:perlit ortami da
eklenerek arastirma tekrarlanmistir. Buna gore denemenin devaminda bitkiler 200 mM
tuz ve 1 mg I BR ile bunlarin kombinasyonlarinda torf:perlit ve kum:perlit olmak

tizere iki farkli ortamda yetistirilerek incelenmislerdir.

Torf:perlit ortaminda uygulamalar ile birlikte fide boyu, kok boyu, govde cap1 ve yas
agirlik degerlerinde kontrole gore bir miktar azalmalar oldugu (p<0.05), kuru agirlik
bakimindan ise 6nemli bir fark olusmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Kontrol bitkilerini
fide boyu ve govde ¢api bakimindan 1 mg I BR uygulamasi, kok boyu ve yas agirlik
bakimindan ise 200 mM NaCl uygulamasi izlemistir (Cizelge 4.4).

Glukozinolat i¢erikleri bakimindan ise torf:perlit ortaminda tuz, BR ve kombinasyonlari
seklinde uygulama yapilan fidelerde genel olarak alifatik glukozinolat igeriginin
azaldig1 ancak aradaki farkin istatistiki olarak dnemli olmadigi belirlenmistir (P>0.05).
Buna gore kontrol bitkilerinin ardindan 200 mM NaCl, 200 mM NaCl + 1 mg I* BR ve
1 mg I BR uygulamalari izlemistir (Cizelge 4.5). Indol glukozinolatlar bakimindan ise
uygulmalar arasi1 fark 6nemli bulunmus, toplam indoller bakimindan en yiiksek deger
200 mM NaCl + 1 mg I BR uygulamasinda, en diisiik deger ise 200 mM NaCl
uygulamasinda elde edilmistir (Cizelge 4.6).

Kum:perlit ortaminda (2.deneme) kontrol, 200 mM NaCl, 200 mM NaCl + 1 mg I* BR
ve 1 mg I"* BR uygulamalar karsilastirilmistir. Sonuglara gore fide boyu, gévde gapi,
yas ve kuru agirlik bakimindan en yiiksek degerler 200 mM NaCl uygulamasinda, kok
boyu bakimindan ise kontrolde oldugu belirlenmistir (Cizlge 4.7). Diger uygulamalarda
ise kontrole gore fide gelism parametrelerinin daha diisiik oldugu goézlenmistir.
Glukozinolat igerigi bakimindan ise toplam alifatik glukozinolatlarin kontrol
bitkilerininm ardindan, 1 mg I BR, 200 mM NaCl ve 200 mM NaCl + 1 mg I BR
oldugu belirlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.8). Toplam indoller bakimindan ise en yiiksek
degerin 1 mg I BR, 200 mM NaCl + 1 mg I BR ve 200 mM NaCl uygulamalrindan
elde edildigi tespit edilmistir (P>0.05) (Cizelge 4.9).
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Elde edilen sonuglar 1518inda fide gelisim parametrelerinin yetistirime ortamina bagl
olarak farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Farkli ortamlarin bitki gelisimi ve
fitokimyasal madde igerigine etkileri bulunmaktadir. Bu etki o6zellikle bitki besin
maddelerinin alinim1 ve buna bagh fizyolojik ve metabolik faaliyetleri etkilemektedir.
Ayrica torf ortami bitki besin maddesi igerirken kum ortami inert bir ortamdir. Perlit her
iki ortama da su tutma kapasitesini artirarak 6zellikle kum ortaminda bitkiye verilen
besin elementlerinin kok bolgesinde tutunmasi ve alimmminin saglanmasi amaciyla

eklenmistir.

Glukozinolat igerigi bakimindan ise alifatik glukozinolatlarda genel olarak
uygulamalarla birlikte kontrol bitkilerine gore azalmalar oldugu tespit edilmistir. Turp
filizlerindeyiiriitiilen bir arastirmada tuz stresinin glukozinolat igerigi lizerine etkisini
arastirmak icin yapilan bir ¢alismada 10 mM ve 50 mM konsantrasyonlarinda NaCl
uygulamasinin glukorafasatin ve toplam glukozinolat igeriginde azalmaya neden oldugu
belirtilmistir (Yuan vd. 2010). Bu durum uygulamalara bagli olarak olusan stresin
sonucunda hiicrelerde olasi hasara bagli olarak mirosinaz enzim aktivitesiyle

glukozinolatlarin parcalanmasina dayandirilmistir.

Tez calismasinda, uygulamalar ile birlikte kontrol bitkilerine gore indol glukozinolat
miktarlarinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Arastirmalar, stres kosullarinda indol
glukozinolat miktarinda artislar oldugunu gdstermektedir. Bohinc ve Trdan (2012)
tarafindan yaptiklan bir ¢caligmada, abiyotik stres faktorlerinin lahana grubu sebzelerin
glukozinolat igeriklerini degistirdigini, Ozellikle yiiksek sicaklik stresi sonucu
gozlemlenen glukozinolat degisimine indol glukozinolatlarin alifatik ve aromatik
glukozinolatlara gore daha duyarli oldugu bildirilmistir. Guo ve vd. (2014) brokoli
filizlerinde NaCl ve 24-epibrassinolid uygulamalarmin glukozinolat igeriklerine etkisini
arastirdigl ¢aligmalarinda, toplam glukozinolat igeriginin, yalniz tuz uygulamasi ile (40
ve 160 mM NaCl) arttigini, 6te yandan yalmizca BR uygulamasinda (20 nM
24-epibrassinolid) azaldigni bildirmislerdir. Brokoli filizlerinde tuz ve brassinolidin
toplam glukozinolat igerigine etkisinin uygulama konsantrasyonlarina gore degistigini
belirtmislerdir. Bu bilgiler tez caligmasi sonucunda elde edilen veriler ile uyum

igerisindedir.
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Tez galigmasi ile elde edilen sonuglar, tuz stresinin ve bitkilerde strese karsi toleransin
artirtlmas1 amaciyla kullanilan BR uygulamalarinin, farkli yetistirme ortamlarinda gerek
fide gelisimi gerekse insan sagligi acgisindan 6nemli glukozinolat miktarlar1 iizerine
etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgularin ileride yiiriitiilecek ¢aligsmalara 11k

tutmasi beklenmektedir.
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