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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BRASSINOSTEROIT VE MiKROBiYAL GUBRENIN TUZ STRESINDE YETiSEN MISIR
BIiTKiSINE ETKiLERi

ismail ALTAS

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Cengiz KAYA
Yil: 2016, Sayfa: 47

Tarim arazilerinde meydana gelen tuzluluk problemi nedeniyle bitkiler strese girmektedir. Stres
kosullarinda bitkilerde osmotik basing, hiicre zar1 gegirgenligi, fotosentez gibi bazi fizyolojik
ozellikler olumsuz yonde etkilenmekte ve netice olarak verimlilik diismektedir. Bu kapsamda (100
mM) NaCl uygulanarak olusturulan tuzlu kosullar altinda yetistirilen musir bitkisine uygulanan
brassinosteroit (BS) ve biyolojik giibrenin etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alisma neticesinde tuz stresi
bitkilerin toplam klorofil, yaprak su potansiyeli, Ca, K, N, P alimi ve fotosentez miktarinda diistis
gosterirken, osmotik basing, hiicre zar1 gecirgenligi ve Na aliminda artis meydana getirmistir. Misir
bitkisine BS ve biyolojik giibre uygulamasi ile bitkilerde tuzlulugun meydana getirdigi olumsuzluklar
kismen iyilestirilmistir. Yapraktan EBR (24-Epibrassinolide) uygulamalarinin 6zellikle 1,5 ve 2 uM
dozlarinin tuzlu kosullarda yetisen musir bitkisinde tuza toleransi kismi olarak artirmistir. Bu
bilesiklerin etkili dozlari, tuzlu kosullarda musir yetistiriciligi i¢in 6nerilebilir. EBR uygulamalarimin
tuz stresinde yetisen musir bitkisi iizerindeki olumlu etkisi; bitkideki Na birikimini azaltmak ve
bitkideki N ve Ca miktarin1 artirmadan dolayidir. Ayrica bu olumlu etki ayni zamanda diger test
edilen fizyolojik parametrelerde (hiicre zar1 gegirgenligi gibi) iyilestirme meydana getirmesi
nedeniylededir.

ANAHTAR KELIMELER: Azaltilmis N, Brassinosteroit, Biyolojik giibre, Misir, Tuzluluk



ABSTRACT

MSc Thesis

THE EFFECTS OF BRASSINOSTEROID AND MICROBIAL FERTILIZER ON MAIZE
PLANTS GROWN UNDER SALT STRESS

ismail ALTAS
Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Soil Science and Plant Nutrition

Supervisor: Prof. Dr. Cengiz KAYA
Year: 2016, Page: 47

Due to the salinity problem in agricultural lands, plants face stress. Under stress conditions, some
physiological features of plants such as osmotic pressure, the cell membrane permeability,
photosynthesis.are negatively affected and finally the productivity decreases. In this context, under
the circumstances of saline conditions which generated by implementation of NaCl (100 mM), the
effect of brassinosteroid and biological fertilizer on corn plant was examined. According to results,
salinity stress reduced total chlorophyll, leaf water potential, Ca, K, N, P uptake and photosynthesis,
but increased osmotic pressure, cell membrane permeability and Na uptake. Application of BS and
biological fertilizer partlyreduced deleterious effect of salinity salinityon maize plants. Particularly
foliar applied 1.5 and 2 pM EBR were found to be more effective on tested parameters. those effective
doses can be recommented for maize cultivation in saline areas. This mitigation effect might be due to
reduced Na and increased N and Ca in leaves of maize plants grown at saline condition. Furthermore
this positive effect is due to improve other tested physiological parameters such as membrane
permability.

KEY WORDS: Biological Fertilizer, Brassinosteroid, Corn, Reduced N, Salinity
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1. GIiRiS ismail ALTAS

1. GIRIS

Maisir, iilkemizde bugday ve arpadan sonra en ¢ok tretimi yapilan bitkidir.
Yaklasik 660 bin hektar arazide musir iiretilmekte olup, bu alandan yaklasik 5.9
milyon ton iiriin elde edilmektedir (TUIK, 2013).

Tuzluluk, iilkemizde ve diinyanin birgok iilkesinde tarimsal {iretimi olumsuz
etkileyen dnemli abiyotik strestir. Diinyada toplam sulanan alanin % 30'u, toplam
alanin ise % 6's1 tuzluluk probleminden etkilenmektedir (Chaves ve ark., 2009). Bu
olaydan dolay1 tarimsal iiretimde her yil 12 milyar dolarlik bir kayip yaganmaktadir
(Shabala, 2013).

Tuz stresinde iklimdeki degismeler ve sulama amaciyla kullanilan suyun
kalitesi ve miktarindaki azalma nedeniyle tuzluluk giderek onemli problem olmaya
baslamistir. Bu nedenle bitkilerin bu stres kosullar1 ile bas edebilmeleri igin
gelistirdikleri mekanizmay1 anlamak ve ayrica bu stratejileri gelistiren bitkilerin
secilerek kullanilmast 6nemlidir. Bitkilerde bu osmotik strese karsi dayanikliligin
artirllmas1 Bitki Metabolik Miihendisliginin (Plant Metabolic Engineering) onemli
amaglarindan biri olup bu amagla denemeler giiniimiizde de devam etmektedir

(Sakamoto ve Murata, 2000).

Seleksiyon 1slahi, genetik modifikasyon programlar1 ve osmoprotektantlar ile
bitki biiylimesini diizenleyici maddeler kullanilarak bitkide tuz stresine karsi tolerans
gelistirmek miimkiindiir. Geleneksel 1slah metotlar1 ve genetik modifikasyon
programlar1 ¢ok zaman almakta ve elde edilen basari, genetik olarak degistirilmis
driinler i¢cin garanti edilememektedir. Bunun yam sira, degisik stres faktorlerine
dayanikli hatlarin birden fazla genle (multigenic) kontrol edilmesi nedeniyle
cogunlukla bu yontemlerle istenilen sonuclar elde edilmeyebilir. Bu konuyla ilgili

olarak bazi bitkilerde olumlu sonuglar elde edilmis ancak, bu yeni hatlarin farkl
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gelisme sathalarinda strese dayaniklilik kapasitelerinin ayni olmamasi nedeniyle
hedeflenen basariy1 ulagilmamaktadir (Ashraf ve Harris, 2004). Bu durumda, tuzlu
kosullarda da gelisebilen ve etkili olabilecek bitki biliyiimesi diizenleyen bilesiklerden
biri olan Brassinosteroidler (BS) tuzluluk stresinin iistesinden gelmek i¢in kisa
donemde alternatif calisma konularindan biri olmaktadir. Son zamanlarda, strese
tolerans1 gelistirmek icin arastirmalar 6zellikle bitkide dogal olarak sentez edilen
veya disaridan uygulanan bitki biiyiimesini diizenleyen maddeler {izerinde
yogunlagsmistir (Naidu ve Williams, 2004). Brassinosteroidler (BS) bu bilesiklerden
biri olup dogal kosullarda bitkilerde sentezlenmekte olup bitki biiyiime ve

gelismesine katkida bulunurlar.

Tuzluluk stresi altinda veya optimum kosullarda yasayan bitkilerde gelismeyi
arttirmak amaciyla kullanilan bir diger bilesik ise biyolojik giibredir. Son yillarda
besin elementi dongiisiinde bulunan mikroorganizmalarin biyolojik gilibre olarak
kullanilmasinin nedeni, ticari giibrelerin olumsuz etkilerinin azaltilmasi1 ve toprak
verimliliginin siirdiiriilebilirliginin saglanmasidir (Sahin ve ark., 2004). Birtakim kok
bakterileri, bitkilerde uyarici bir etki yaratirlar, bunun yaninda biyokontrol ajan1 rolii
oynayabilirler, bu iki durum ve bu ikisini de aym1 anda gerceklestirerek bitkilerde
olumlu etkiler yaratirlar. Tarimsal {iretimde verimliligin artmasi ve stres kosullarinin
korunmasi i¢i kok bakterileri tohuma bulastirilabilirler, bitkileri yesil aksamlarina
uygulanarak yarar saglayabilirler. “Bitki Gelisimini Uyaran Kok Bakterileri” (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria- PGPR) adi verilen bu bakteriler, "biyogiibre"
olarak adlandirilmakta ve bunun igin topraga dogrudan veya tohumla karistirilarak
uygulanmaktadir. Misir bitkisinin kontrole gore stres parametrelerinde dnemli 6lgiide
bir azalma yaratmiglardir bu PGPR bakterileri. Yine bu biyolojik giibre uygulamalari

ile misir bitkisinin tuza kars1 toleransi artirabilir (Kloepper ve ark., 1989).

Sera kosullarinda yapilan bu ¢alismanin amaci, misir bitkisine brassinosteroit
ve biyolojik gilibrenin tuzlu kosullarda yetistirilen misir bitkisinin gelismesine ve bazi

fizyolojik parametreler tizerine etkisinin test edilmesidir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Tuzlulugun Olusmas ve Bitkiler Uzerine Etkisi

Toprakta c¢oziilebilir tuzlarin oraninin yiiksek olmasi nedeniyle bitkinin
ihtiyacindan daha fazla tuzu almasi bitki biiyiime ve gelismesinde degisik sorunlara
yol acar. Topragin ihtiva ettigi tuz oraninin artmasi, bitkinin alacagi su miktarinin
azalmasina neden olur. Bu durum bitkilerde bodurluga ve kok gelisimlerinde
gerilemeye neden olur. Kullanilabilir su potansiyelinin diismesine neden olacak
miktarda tuz konsantrasyonunun kullanilmasi (0.5 — 1.0 bar) durumunda bitkinin

strese girdigini goriiyoruz ki, buna tuz stresi denir (Levitt, 1980).

Tarim alanlarinda “tuzluluk problemine” neden olan baslica seyler sunlardir:
Yagislarin diistik olmasi, evapotranspirasyonun yiiksek olmasi, sulama suyunun tuzlu

olmasi, tuz yataklar1 ve sulamanin yanlis yapilmasidir (Levitt, 1980).

Bitkilerin tuz kosullar1 sebebiyle strese girmesi ii¢ sekilde ger¢eklesmektedir:
Bitki kok bolgesinde su potansiyelinin diisiik olmas1, basta Na® Cl" olmak iizere
toksik etkisi bulunan iyonlarin bitkide asir1 miktarda birikmesi ve son olarak da
bitkinin beslenmesinde yasanan dengesizliklerdir (Munns ve Termaat, 1986; Lauchli,
1990; Marchner, 1995).

Osmotik basincin tuzlu topraklarda artmasi, bitkinin yeterince suyu
alamamas1 veya ortamda fazla miktarda Na ve Cl bulunmasi nedeniyle yol agtig1
toksik (zehirlenme) etki dolayisiyla, bitki ¢igek tomurcugunun olusum miktarinda
azalmaya neden olur ve meyve verimi azalir. Diger yandan tuzluluk stresinin bir
diger etkisi ise bitkinin enzim aktivitesinde azalmanin meydana gelmesi ve protein

sentezinin azalmasidir. Bitkilerde tuz stresi sonucunda olmasi gerekenden daha fazla

3
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Na birikmektedir. Bu durum o6rnegin; K alinimini olumsuz etkilemektedir. Diger
yandan tuz stresinde yetisen bitkilerde CI konsantrasyonunun artmasi sonucu ise NO3
almimi olumsuz etkilenmektedir (Sreenivasulu ve ark., 2000). Bu gibi durumlarda
bitki biiylime ve gelismesi ile meyve verimi olumsuz etkilenmektedir (Sreenivasulu
ve ark., 2000).

Bitkiler Na iyonunun neden oldugu tuz stresine karsi ekseriyetle ii¢ farkli

bicimde tepki gosterir:

Tuz toleransi, ortamda ¢oziilebilir tuz miktar1 fazla oldugu zaman, bitkinin
yasam dongiisiinii ve biliylimesini tamamlayabilme kabiliyetidir. Bunlar vakuollerde

depolama, Na pompalari, hiicre zarinin gegirgenligi ve hizli biiyiime durumudur.

Tuza dayanikliligi olan bitkiler, stres tehlikesi olusturacak diizeyde bir
tuzluluk durumu ile karsilasmas1 durumunda kok hiicrelerinde bulunan Na pompalari
ile artik Na ortamina geri gonderebilmektedir. Buna Na pompalar1 — disar1 verme

denir.

Stres sartlarinda sitoplazmalarindaki tuz orani fazla olan bitkiler, yasamsal
faaliyetlerini devam ettirebilmek {izere artik Na’u vakuollerde depolarlar. Bu sayede
sitoplazmada bulunan Na konsantrasyonu tolere edilebilir seviyede tutarak tuza
dayaniklilik saglanmaya calisilir. Bu depolama islemi tuza dayaniklilig1 mevcut olan
bitki hiicresinin Na iyonunu vakuollere sitoplazmadan aktarabilme yetisine baglidir
(Tuteja, 2007). Faal Na iyonu salgist islemi hiicre turgoritesi yiikselimini saglar ve
bununla beraber haddinden fazla derecede Na konsantrasyonlarina karsi sitoplazmayi1

korur.

Hizli biiylime, bitkide olaganin iizerinde bir biiylime gosterip birim hacimde

bitkinin aldig1 tuzun biinyede seyreltilmesi islemine dayanir. Hiicrenin gegirgenlik
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durumu da tuz stresi esnasinda etkilenir ve bdylece bazi elementler gecis asamasinda
engellenir. Hiicre gecirgenliginde, tuz stresine kars1 koyma amaciyla bazi bitkilerin
hiicre zari, iyonlarin (K ve Na) gecisini engeller. Tuzdan sakinabilmek i¢in tuz
toleransi olan bitkiler i¢in ilk organ koklerdir; tuz konsantrasyonunun fazla oldugu
durumda bitkinin tuzu igeri aldigin1 veya biinyesine dahil olan tuzu, enerji kullanarak
disar1 pompalamak suretiyle kurtuldugunu goérmekteyiz (Zhang ve Blumward, 2007).
Tuz toleransina sahip olan bitki gruplarinin en bilinen 6zelliklerinden biri, Na ve CI
iyonlarmin tuz stresine sebep olmalarindan 6tiirii, yasli yapraklarda tutabilmesi ve
geng yapraklara ge¢melerine engel olmalaridir. S6z konusu bitkilerdeki geng
yapraklarin, yaglilarina kiyasla fazla oranda potasyum, daha az oranda ise sodyum
bulunduruyor olmasi potasyum elementinin floemle tasinmasinin sodyuma goére daha
gelismis olmasi ile ilgilidir. Bitkilerde Ca konsantrasyonunun artmasi, iyonlarin
gecisinin daha kontrollii bigimde gerceklesmesini, tuzun fazla oldugu durumlarda
sodyum elementinin alinimin1 diistirerek stres durumunun fazla etki etmemesini
saglar. Ozellikle Ca iyonunun regiilatif misyonu dokular i¢in iyon alim-tasinim
esnasindaki secicilik ve kontrol hususlar1 ile membranin biitiinliikliiliigiinde
onemlidir. Organeller iizerinde yarattigi etkiler ise sunlardir: Organ bazinda etki,
hiicre bazinda etki, hiicre zari-duvari lizerinde etki, iyonun igerigi tizerinde etki. Tuz
stresi, bitki biiylimesini-gelisimini hem iyon hem de osmotik stresine yol agtigindan
dolay1 engeller. Tuz seviyesinin kok rizosferindeki artimi nedeniyle, Oncelikle
osmotik stresin olustugunu gormekteyiz. Meydana gelen osmotik digsal stres,
kullanilabilir nitelikteki suyu azaltir ki bu olaya “fizyolojik kuraklik” denir (Tuteja,
2007). Kullanilabilir nitelikteki su miktarindaki azalma, hiicredeki genislemenin
asag1 seviyeye inmesine ve siirgiin gelisiminde yavaslamaya sebep olur. Iyon stresi
sathasi osmotik stres sonrasinda ortaya ¢ikar ve Ca*? ve NOs v.b. elzem besin
elementleri ile ortamdaki artis gosteren Nat+ iyonu ve CI- iyonunun rekabete
girmesiyle besin dengesizligi ya da besin eksikligi ortaya c¢ikar. Tuzlulugun bitki
tizerinde dogrudan etkisini iyon ve osmotik stresi olusturarak gosterir, dolayl etkisini
s0z konusu strese sebep olan faktorler sonucunda bitkide olusan yapisal bozulma ve
toksik bilesik sentezlenme islemiyle gosterir. NaCl iyonu 6zellikle sekonder etkilere
yol acar: proteine, DNA’ya, klorofile ve zar fonksiyonlarina olumsuz etkide bulunan

AOT (aktif oksijen tiirleri) sentezi; fotosentez inhibisyonu; metabolik toksisite K+
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iyonunun aliminda engelleme ve son olarak da hiicrenin 6liimii (Conde ve ark., 2007;
Domagalska ve ark., 2010). Bitkinin hangi ¢esit olduguna, maruz kalma siiresine ve
konu olan tuz ¢esidi oranina gore tuz stresinin bitkiye olan etkisi degisir. Organlar
acisindan etkisinde ise tuz stresinin hiicrenin boliinme ve uzama islemine etkide
bulunarak bitkilerde hem kokte hem govdede hiicre miktarinin, mitotik faaliyetin ve

ayrica hiicre boliinmesindeki oranin diigmesine sebep olur (Burman ve ark., 2004).

Yukaridaki durum ile ilintili olarak, bitkinin gelisim siirecinde gerileme,
govdenin ve kokiin hem uzunlugu hem agirliginda diisme, yaprak miktarinda diistis —
yapraklarda kiigiilme-incelme, yapragin yiizey kisminda yer alan mumsu katman ile
kutikula katmaninda seyrelme, vaskiiler dokunun farklilagmasi ve gelisimi sathasinda
azalma vuku bulur. Diger yandan ise erken safhada lignifikasyonun kokte olugmasi
durumu da ortaya ¢ikar. Bitkinin akla gelebilecek tiim gelisim asamalarini etkiliyor
olmasina karsin, aralarinda bu etkiye en ¢ok maruz kalan tohum iiretimi, haliyle de
tohumdan alinan verimdir. Tuzlulugun bir de bitkinin repradiiktif doneminde tiretken
cicek miktarinda azalmaya ve ¢igeklenme sathasinda farklilagmalara yol agtigini

sOyleyebiliriz.

Hiicre zarinin ve hiicre duvarinin {izerindeki etkisine baktigimizda ise tuz
stresinin yasandig1 sartlarda apoplastta Na® iyonunun yiiksek konsantrasyonda
biriktigini gorebiliyoruz. Toplanarak biriken Na® iyonu, hiicre duvarmnin yapisinda
mevcut olan pektin ve benzeri yapisal aktorlerin iyonik baglantilarinda bozulmalara
yol acarak ya da apoplastik enzimleri kotii anlamda etkilemek suretiyle hiicre
duvarinin asli gorevlerini gergeklestirmesine engel teskil edebilir. Ayrica tuz
stresinin zar yapisinda hazir bulunan lipid yapilanmasinin degismesini tetiklemek
suretiyle zarda hasar olugsmasma da yol acar. Bu degisiklikler, degradasyon,
fosfolipid ¢esitlerinin  hidroliz islemi ve lipid sentezinde rol alan enzim
eylemliligindeki degisimlerin sonucu ile zuhur eder. Bahsi gecen durum, zardaki
akigkanlik diizeyini, gegirgenlik kabiliyetini ve zar proteinlerinin gergeklestirdigi
faaliyette etkide bulunur (Venekemp ve ark., 1989). Lipidlerin pargalanmasi ve
modifikasyon igsleminde rol alan lipoksigenaz enziminin aktivitesinde de artig saglar
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tuz stresi. Ve s6z konusu artis hiicre zarinda bulunan fosfolipid miktarinda azalmayi

da tetikler (Huang, 2006).

Toprakta meydana gelen tuzluluk, kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde bitki
gelisimini kisitlayan onemli fiziksel stres faktorlerinden biridir (Shannon, 1998;
Allakhverdiev ve ark., 2000). Diinyada oldugu gibi iilkemizde de tuzluluk giderek
O6nemli bir sorun haline gelmistir. Diinyada yaklasik 800 milyon hektarin iizerinde
arazi tuzluluk ve alkalilikten etkilenmektedir (FAO, 2005). Ulkemizde ise bu alan
yaklasik olarak 1.5 milyon hektar arazi tuzluluk etkisi altindadir (TUIK, 2004).
Topraklarda meydana gelen tuzluluk probleminin, bitkisel iiretime olan olumsuz
etkisini en aza indirmek icin, bitkilerin stres sartlarindan korunma amaciyla
gelistirdikleri mekanizmalar1 anlamak ve bu mekanizmalar1 kullanabilen ¢esitleri

tercih etmek Oonemlidir.

Organik tarimin, verimde artisin saglanmasi amaciyla kullanilmakta olan
haddinden fazla kimyasal giibrenin hem topraga hem cevreye zararini azaltmak ile
tarimdaki tiretim devamliliginin saglanmasi i¢in dikkate deger bir alternatif olarak
kendini gosterdigini ve bu baglamda da biyogiibre kullaniminin organik tarim, ve
daha spesifik olarak tarla bitkilerinin yetistirilmesinde kullaniminin 6nemli bir yer
isgal ettigini sOyleyebiliriz. Bitki beslenmesi ve besin elementlerindeki sarmalda
mikroorganizmalarin 6nemli oldugunu da ekleyebiliriz. Tabii lilkemizde bakterinin
izolasyonunda, tanida, karakterizasyonda ve kullaniminda yeteri kadar rizosfer
caligmasi1 yapilmamaktadir; fakat bu calismalar son dénemde artmistir. Hem tahil
bitkilerinde hem de endiistri bitkilerinde %10-25’lik oranda bir verim artisinin
saglanabilmesi iilkemizde gerceklestirilen sinirlar1 genis tarla denemelerinde PGPR
inokulasyonunun sayesinde olmustur. S6z konusu artista fosfat ¢oziicli 6zelligi olan
bakterilerin ve olmasi gereken azot fikserlerinin kullanimi halinde, biyogiibre
kullanimimin sayesinde tahil ve seker pancari benzeri endiistriyel bitkilerde
verimdeki artisin %15-18 olabildigini gormekteyiz. (Cakmakgr ve ark., 1999; 2001,
2006; Sahin ve ark., 2004).
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Besin elementlerinin birbirleri {izerine olan antagonistik etkilerinden
faydalanmak i¢in tuzlu ortamlarda yetistirilen bitkilere farkli besin elementleri
verilebilir. Bitkiyi tuz stresinden korumak ve bu stresten etkilenme derecesini
diisiirmek i¢in, disaridan ilave edilen yaprak veya besin ¢ozeltisine karistirilarak
verilecek makro besin elementlerinin, 6zellikle kalsiyumun (Ca) oldukga etkili
oldugu bilinmektedir. Bir 6rnekle agiklamak gerekirse: 71 mM oraninda Na etkisine
maruz birakilmis bir misir bitkisi diisiinelim. Bu bitkiye ilave olarak 12.5 mM
oraninda Ca veriliyor. Elde edilen sonu¢ musir bitkisinin bu sayede strese karsi
toleransinin artmasi ve tuzluluktan daha az etkilendiginin gozlemlenmesidir (Clark
ve ark., 2003). Bu, bizlere besin elementleri arasinda bir rekabetin s6z konusu
oldugunu ve birbirleri ile rekabete girip, bitkiler tarafindan alimlarinmi etkilediklerini

gosterir.

Benzer bir bicimde, tuz stresinin s6z konusu oldugu bitkilerde, NaCl’iin
olumsuz etkisini azaltmak i¢in, Bir¢ok enzim ig¢in kofaktér olan K’un ve Ca’mun
disaridan uygulanmasi bildirilmektedir. (Hasegawa ve Bressan, 2000). Baska bir
caligmaya bakmak gerekirse, yapilan ¢alismada, disaridan ilave olarak verilen K’ nin
biber bitkisinde stres parametrelerini iyilestirdigi saptanmistir (Kaya ve Higgs,
2003). Yine yukarida soziinii edilen rekabet meselesinin bir tezahiiriidiir bu durum,
bitkide stres olugsmasina sebebiyet veren elementler ile K rekabete girip, alimlari

azaltmustir.

Benzer bir bigimde, tuz stresi altindaki bitkilere ilave edilen Ca, K veya
fosfor (P) ihtiva eden bilesikler, bitkinin yaprak ve kdklerinde Na ile rekabete girmis
ve onun alimini azaltmigtir. Buradan hareketle kimi ¢aligsmalar, bitki biinyesinde Ca,
K ve P iyonlarinin, s6z konusu strese karsi koyabilecek miktara ulastiklarinda
bitkinin strese karsi koyabilme giiciinde artis meydana geldigini ortaya koymustur.
Kaya ve arkadaglarinin 2001 yilinda 1spanak bitkisi ile yapmis olduklar1 ¢alismada,
tuz stresinin s6z konusu oldugu ispanak bitkisine KH,PO, (Potasyum di Hidrojen
Fosfat) uygulamislar, sonucunda da, 1spanak bitkisinin yaprak ve koklerinde K ve P
iceriginde artis meydana geldigini goézlemlemislerdir. Buradan hareketle birtakim
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iyilesmeler oldugunu gozlemlemislerdir; bu iyilesmeler, bitkinin nispi su igerigi,
membran gecirgenligi ve klorofil iceriginde meydana gelmistir. Buradan alinan
sonug ile bitki yetistirme ortamlarinda K ve P konsantrasyonlarinin artmasinin, tuz

aliminda bir azalma meydana getirdigini saptamislardir (Dasgan ve ark., 2006).

Tuz stresi, tuza duyarli olan bitkileri gelisimlerinin her evresinde
etkilemektedir, bilhassa gen¢ asamalarda bu etkinin daha ¢ok oldugu bilinmektedir.
Bu durumla ilgili olarak; on fasulye ve ii¢ boriilce genotipinin, gen¢ asamada iken
tuzluluga karst nasil bir reaksiyon gostereceklerini gozlemlemek igin bir test
yapilmistir. Calismada kullanilan bitkilerin yetistirilmesinde, "derin akan su kiiltiiri"
teknigi kullanilmistir. Bu testte incelenmek istenen sey sudur: su kiiltiirii ortaminda
uygulanacak olan 125 mM NaCl ile uygulanmayan kontrol grubu arasinda, iyon
alim1 agisindan bir fark olup olmayacagi. Karar igin her iki gruptaki bitkilerin yesil
aksam dokularinda Na, K ve Ca konsantrasyonlar1 incelenmistir. Bazi bitkilerin geng
evrelerinde tuzluluga bir duyarlilik gosterdikleri gézlemlenmis fakat bu duyarliligin,
ileriki evrelerde tuzluluga karsi gelistirilen tolerans ile etkisinin kirildigi
saptanmistir. Sonug itibariyle, 125 mM NaCl uygulanan fasulye ve boriilce
genotipleri, farkli savunma mekanizmalar1 ile farkli duyarlibk seviyeleri

gostermiglerdir (Dasgan ve ark., 2002).

2.2. Brassinosteroitler (BR)

BR’ler, Mitchell ve arkadaslari tarafindan 1970 yilinda ilk kez Brassica
napus bitkisinin polenlerinden elde edilmis olup steroid yapiya uygun ilk bitki
hormonu olarak tanimlanmistir (Malikova ve ark., 2008; Slavikova ve ark., 2008).
BR’lerin, yapisinda bir karbon iskeleti ile bu iskelete bagli olan 4 halkadan olusan
polihidroksi steroidal lakton ve keton olduklari tantmlanmistir. Dogada var olan ve
tanimlanmis 60 tan fazla brassinostreoid bulunmaktadir (Haubrick ve Assmann,
2006). Bitkiler sterolleri BR’lerin sentezinde dncii madde olarak kullanmakta olup bu

oncii maddelerden biyosentez i¢in en ¢ok kampestrol kullanilmaktadir. Brassinolit
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olusumu sirastyla, kampesterol, teasteron, tifasterol, kastasteron ve brassinolid
seklinde gelismektedir. Dogada en ¢ok bulunan ve ¢alismalarda en fazla kullanilan
brassinosteroidler; brassinolit (BL), 28-homobrassinolit (28-HomoBL) ve 24-
epibrassinolitdir (24-EpiBL) (Vardhini ve ark., 2008; Malikova ve ark., 2008;
Slavikova ve ark., 2008). BR’ler simdiye kadar toplam olarak 58 bitki tiiriinden izole
edilmis ve 65 adet BR ve 5 adet BR konjugati tanimlanmistir (Steigerova ve ark.,
2012). BR’ler dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilmaktadirlar; dogal BR’ler yag
asitleri ve sekere konjuge durumda bulunurken BR analoglar1 ise dogal BR’ler ile

yapisal benzerlik gostermektedirler.

Bitkilerdeki dis ve i¢ diizenleyici ve sistemler, bitki biiylime ve gelisimini
etkilerler. Steroidler, bitki biliylime ve fizyolojik mekanizmalar1 diizenleyen i¢
diizenleyicilerden biridir. Brassinosteroidler (BSS) bitkide polen tiipliniin gelisimini,
niikleik asit ve protein sentezi ile hiicre boliinmesi ve biiyiimesi gibi birgok gorevi
olan diisiik molekiil agirlikli steroid hormonlardan biridir (Brown, 1996; Hayat,
2009; Hu ve ark., 2000; Clouse ve Sasse, 1998) Yapilan degisik ¢alismalarda
EBR'nin farkli stres kosullarinda yetisen bitkilerde olumlu sonuglar verdigi rapor

edilmistir (Ali ve ark., 2007; Fariduddin ve ark., 2011; Yusuf ve ark., 2011).

BR’ler bitki gelismesini ve metabolizmasini diizenleyen diger fitohormonlarla
sinercik etki gosterirler. Ornegin; BR’ler oksin, sitokinin, gibberelinler, absisik asit
(ABA) (Domagalska vd., 2010), etilen (ET) (Manzano vd., 2011) salisilik asit (SA)
(Divi ve Krishna, 2010) ve jasmonik asit (JA) (Creelman ve Mullet, 1997; Peng ve
ark., 2011) etkilesime girerek bitki gelismesini ve metabolizmasini katki saglarlar.
BR’lerden bir olan 24-EpiBL tuzluluk ve yiiksek sicaklik toleransini artirtig1 rapor
edilmektedir (Divi ve Krishina, 2010). Ayrica bu arastiricilar, 24-EpiBL
uygulamasiyla Arabidopsis bitkiciklerinde ABA, ET, JA ve SA gibi hormon
diizeylerini artirarak sinercitik etki yaptiklarini rapor etmislerdir. BR’ler bitkinin
degisik gelisme donemlerinde, drnegin vegetatif gelisme asamasinda (Vardhini ve
Rao, 1998), c¢igceklenme asamasinda (Vardhini, 2012, 2013) ve dane dolum
asamasinda (Vardhini, 2012) ve tozlanma asamasinda (Liu ve ark., 2006) yaprak
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uygulamasi (Vardhini ve ark., 2008), ekim 6ncesi tohuma (Zhang ve ark., 2007) ve
kok bolgesine (Shang ve ark., 2006; Song ve ark., 2006) uygulanabilir.

2.3. Tuzluluk Stresi Ve Mikrobiyal Giibrelerin Kullanilmasi

Sudhakar ve ark. (2000), Hindistan’da bir ¢aligma yiiriitmiisler, bu ¢alismada
azot fiske eden Azotobacter, Azospirillum ve Beijerinckia bakterilerinin tek bagina
ve kombinasyonlar1 seklinde yaptiklar1 yaprak uygulamalarinin biyolojik giibre
etkisini azot uygulamasiyla karsilastirmiglardir. Yiriitilen bu calismada, bateri
kombinasyonlarinin, dut bitkisinde yaprak kalitesini ve bitkinin yaprak alanin1 kayda
deger oOlgiilerde artirdigi belirlenmistir. Bu uygulamalar iginde yaprak kalitesini ve
alanin1 en yiiksek derecede artiran uygulama Azotobacter ile yapilan uygulama
olmustur. Yapilan denemelerin sonucunda, biyolojik giibre denemelerinin
neticesinde bitkilerdeki N igeriginde 6nemli artislar s6z konusudur. Bitkisel iiretimde
makro elementlerin basinda gelen element N'dir. Bilhassa vegetatif gelisimde

oldukea etkili rol tistlenmektedir.

Son yillarda besin elementi dongiisiinde bulunan mikroorganizmalarin
biyolojik giibre olarak kullanilmasinin nedeni, ticari giibrelerin olumsuz etkilerinin
azaltilmas1 ve toprak verimliliginin siirdiiriilebilirliginin saglanmasidir (Sahin ve
ark., 2004). Birtakim kok bakterileri, bitkilerde uyarici bir etki yaratirlar, bunun
yaninda biyokontrol ajani rolii oynayabilirler, bu iki durum ve bu ikisini de ayn1 anda
gerceklestirerek bitkilerde olumlu etkiler yaratirlar. Tarimsal iiretimde verimliligin
artmasi ve stres kosullarinin korunmasi i¢i kok bakterileri tohuma bulastirilabilirler,
bitkileri yesil aksamlarina uygulanarak yarar saglayabilirler (kloepper ve ark., 1989).
“Bitki Gelisimini Uyaran Kok Bakterileri” (Plant Growth Promoting Rhizobacteria-
PGPR) ad1 verilen bu bakteriler, "biyogiibre" olarak adlandirilmakta ve bunun i¢in
topraga dogrudan veya tohumla karigtirilarak uygulanmaktadir. Misir bitkisinin
kontrole gore stres parametrelerinde onemli Ol¢lide bir azalma yaratmiglardir bu

PGPR bakterileri. Yine bu biyolojik giibre uygulamalari ile misir bitkisinin tuza kars1
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toleransi artirabilir (Kloepper ve ark., 1989). PGPR’larin neden oldugu bitki gelisim
artisina iligkin mekanizmalar, sitokinin, IAA ve gibberellin gibi bitki hormonlarinin
bakteriyel sentezini; bakterilerde tretilen -aminocyclopropane- carboxylate
deaminase isimli madde tarafindan bitkinin etilen sentezinin engellenmesini (Glick,
1995), azot ve fosfor gibi bazi elementlerin aliniminin artirtlmasini (Okon ve ark.,
1988; Larcher ve ark., 2000) kapsamaktadir. Bitkilerin tarimda tiikettikleri azotu
telafi etmek icin, azot ihtiva eden giibreler topraga ilave edilmektedir. Bunun yaninda
bitkilerin kullanmadiklar1 fakat atmosferde %78 oraninda bulunan atmosferik azot,
Azotobacter, Rhizobium, Bacillus, Mavi - yesil alg (Anabaena, Nostoc, Oscillatoria,
Cyanobacteria), aktinomiset gibi birtakim mikroorganizmalarin nitrogenez enzimini
kullanarak amonyuma dontistiirmeleri sayesinde fiske edilir. Bu sayede bitkinin azot
ithtiyact karsilanir ve protein sentezinde kullanilacak amonyum verilmis olur, bu da
biiyiime ve gelismeyi tesvik eder ve sonu¢ olarak verim artar (Arcak ve Giider,
2004). Biyolojik giibreleme ¢alismalarinin, uygun azot tutucu bakteriler ile
yapildiginda, endiistri bitkilerinde ve tahillarda %4.9 -44 oranlar1 arasinda verimi
degistirdigi gozlemlenmistir. (Klopper ve ark., 1989; Gurfinkel and Perticari, 2000;
Cakmakg¢1 ve ark., 2008; Bayrak ve Okmen, 2014). Rhizobium'un azot baglama
yetenegi goz Oniinde bulundurularak simbiyotik yolla bir yil igerisinde 75 ila 300
kg/ha arasinda N, Simbiyotik olmayan Azotobacter gibiler ise bir yilda 15kg/ha N
baglayabilmekte ve biyolojik azot fiksasyonunu saglayabilmektedirler. Diinyada
artan protein ihtiyaci, mineral azotlu giibrelerin iiretimleri esnasinda gerekli olan
yiiksek enerji (1 kg azotlu giibre i¢in 20 000 kcal), asir1 ve bilingsizce tiiketilen
azotlu giibrelerin meydana getirdigi ¢evre sorunlart nedeniyle giin gectikge biyolojik

azot fiksasyonunun 6nemi artmaktadir.

Bitki gelisimini tesvik eden bakteri etkileri stireci kompleksli bir siirectir. Bu

siire¢ bircok faktore gore degisim gostermektedir, baslica faktorler sunlardir:

Bakteri tiir ve sayisi, bitki bakteri kombinasyonu, bitki genotipi, gelisme
donemi, hasat tarihi, bitkisel parametreler, toprak tipi, toprak organik madde miktari
ve cgevresel faktorlerdir. Bakteri uygulamalariin saglikli sonuglar verebilmesi igin,
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biyolojik giibre olarak kullanilacak olan preparatlarin muhafaza kosullarinin
uygunlugu ve uygulamanin dogru yapilmasi gerekir. Eger kosullar uygun degil ise
saglikli sonuglar almak pek miimkiin olmamaktadir. (Sahin ve ark., 2004, Cakmake1
ve ark., 2006). Bakteri izolatlarinin belli bitki tiirlerinde etkin oldugu (Lucy ve ark.,
2004), etkinligin bitki tiirlerine bagli oldugu (Khalid ve ark., 2004) vurgulanmustir.
Rhizobium bakterilerinin baklagillerde ki etkinligi gibi.

13



3. MATERYAL ve YONTEM ismail ALTAS

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Brassinosteroit Denemesi

Cimlenme denemesinde goreceli olarak tuz stresine daha dayanikli bulunan PR
32T83 ¢esidi ile daha duyarli olan PR 34N24 musir ¢esitleri sera denmesinde
kullanilmistir. EBR uygulamalar arasinda ise 1,5 ve 2 uM dozlar1 diger dozlarla
karsilastirildiginda ¢imlenme denemesinde test edilen parametreler {izerinde daha

olumlu etki yaptiklar1 i¢in sera denemesinde kullanilmastir.

Tuzluluk diizeyi (0 ve 100 mM NaCl) olarak secilmistir. EBR tohumdan ve
yapraktan uygulanarak verilmistir. Ekim Oncesi tohumlar 24 saat boyunca secilen
farkli uygulamadaki ¢ozeltilerde bekletilmis ve daha sonra direkt saksiya ekim
yapilmigtir. Yapraktan uygulamalar ise; tohumdan uygulamalar i¢in secilen dozlar

yapraktan uygulamalar i¢inde kullanilmistir.

Yapraktan uygulamalar bitkiler c¢imlendikten yaklasik bir hafta sonra
baglatilmis ve her 10 giinde bir kez olmak tizere iki kez uygulama yapilmigstir.
Bitkiler yaklasitk 6 haftalik iken (uygulamalar arasinda farklilik goriilmeye

baslandiginda) deneme sonlandirilarak asagida verilen parametreler belirlenmistir.

Gelisme ortami olarak kontrol uygulamalari i¢in musir tarimi yapilan
bolgelerden alinan topraklar kullanilmistir. Bu amacla alinan topragin bazi 6zellikleri
sOyledir: otuz cm derinligindeki topragin tarla kapasitesinde ve daimi solma
noktasindaki su igerigi, kuru toprak yogunlugu, kire¢ icerigi, pH, organik madde
icerigi ve elektriksel gecirgenligi (EC) sirasiyla % 32.6, %25.6, 1.37 glcm3, % 26,3,
7.8, % 1.2 ve 1.10 dS/m dir. Toprak pH’s1 dijital pH metreyle, toprak EC’si ise EC-

14
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metreyle Ol¢iilmiistiir. Topraktaki degisebilir K, Ca, Mg ve Na ise sirasiyla 1.35,
25.5,12.2, 0.673 me/100g bulunmustur.

Tuzluluk uygulamalari igin ise tuzluluk probleminin oldugu bdlgeden alinan
topraklar kullanilmistir. Bu amacla alinan topragin bazi 6zellikleri soyledir: otuz cm
derinligindeki topragin tarla kapasitesinde ve daimi solma noktasindaki su igerigi,
kuru toprak yogunlugu, kire¢ icerigi, pH, organik madde icerigi ve elektriksel
gecirgenligi (EC) sirasiyla % 37.4, %26.3, 1.37 glcmg, 9% 22,3, 8.0, % 1.0 ve 7.15
dS/m dir. Bu amagla alinan topraklarin EC diizeyinin 8 dS/m civarinda olmasina
dikkat edilmistir. Tuzluluk probleminin oldugu alanlardan alinan toprak 6rnekleri EC
diizeyinin bir miktar diisiik oldugu i¢in, NaCl ilavesiyle 8 dS/m diizeyine getirilmeye
calisilmistir. Daha sonra, bu topraklar 10 litre kapasiteli saksilara doldurulmustur.
Her Kg topraga 150mg N (iire olarak), 75 mg P (Triple siiper fosfat) ve 180 mg
K,SO, (potasyum siilfat), tiim uygulamalara ekim Oncesi topraga homojen sekilde
karistirilarak verilmistir. Saksilara 5 ‘er tohum ekilmis ¢ikis sonrasi en iyi gelisen 3
bitki birakilarak digerleri alinmistir. Bitkilere tarla kapasitesinde su verilmistir.
Saksilar her iki giinde bir tartilarak eksilen su saksilara ilave edilmistir. Topragin
EC’si sulama programi boyunca haftada bir kez Slgiilmiistiir. Giderek azalan toprak

EC’sini 8 dS/m civarinda tutmak i¢in sulama suyuna NaCl ilave edilmistir.

Test edilen parametreler: Bitki yas ve kuru agirlig1, yapraklardaki Na, N, P, K
ve Ca igerigi, fotosentez verimi, klorofil miktari, hiicre zar1 gegirgenligi prolin, glisin

betain, yaprak su potansiyeli hiicre 6z suyunun osmotik basinci belirlenmistir.

15
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3.2. Tuz Stresi ve Mikrobiyal Giibre Denemesi

3.2.1. Materyal

3.2.1.1. Deneme bitkileri

Denemede kullanilan bitki DKC 6101 musir ¢esididir. FAO 600 olum grubunun
en ¢cok talep goren cesidi olan DKC 6101; gelisme doneminde miikemmel bir
yapraklanma Ozelligine sahiptir, sap ve govde yapisi oldukca saglam, olgunlagma
déneminden sonra kuruma ¢ok hizli bir sekilde olan, sicaklik ve kuraklik stresine
kars1 oldukga toleransh bir bitkidir. Danelerinin yapis1 bakimindan, daneleri at disi
yapida ¢ok derin ve dane kocan orami c¢ok yiiksektir. Cok yiiksek verim
potansiyeline sahip olan bu ¢esit ayn1 zamanda genis bir adaptasyon kabiliyetine
sahip oldugundan hem birinci hem ikinci iiriin ve slajlik olarak da tercih edilmektedir
(Anonim, 2005).

3.2.2. Yontem

Gelisme ortami olarak, topraklar kullanilmistir. Bu amacla, bu topraklar 10 litre
kapasiteli saksilara doldurulmustur. Her Kg topraga 100 mg N (iire olarak), 100 mg P
(Triple siiper fosfat) ve 100 mg K (potasyum siilfat), tiim uygulamalara ekim oncesi
topraga homojen sekilde karistirilarak verilmistir. Saksilara 5 ‘er tohum ekilmis ¢ikis
sonrasi en 1yi gelisen 3’1 birakilmis diger ikisi de alinmistir. Bitkilerde tuzluluk stresi
meydana getirmek icin bitkiler 100 mM NaCl iceren sulama suyuyla sulanmistir.
Bitkilere tarla kapasitesinde su verilmistir. Saksilar her iki giinde bir tartilarak
eksilen su saksilara ilave edilmistir. Bitkilerde mikrobiyal giibrelerin etkilerini
belirlemek icin her kg Topraga bioglobal firmasinin vitormone plus drip riinii
(Azotobacter chroococum ve Azotobacter Vinelandii 1x10’ cfu/gr) degisen oranlarda

verilmistir.
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Tuz stresi, kontrol bitkileri disinda diger bitkilerin kok bdlgelerine her kg
topraga 58.5 gr NaCl ilave edilerek, topragin tuzluluk seviyesi 100 mM yapilmistir.

Bitki gelisim asamalar1 ve yapilan uygulamalar

Bu deneme Mardin ili Kiziltepe ilgesinde ozan tarimin serasinda
yiirtitiilmistir. 10 litrelik saksilara esit miktarda toprak konulmustur. Her saksiya 5
tane tohum ekilmis ¢imlenme sonrasinda iyi gelisen 3 tane birakilarak diger bitkiler

seyreltilmigtir. Uygulamalar asagidaki gibidir:

1. Kimyevi Giibre (kontrol 1) N(100 mg N/Kg toprak) P K
2. Kimyevi Giibre (kontrol 1)+ BG1 (1 mg /kg toprak)

3. Kimyevi Giibre (kontrol 1)+ BG2 (2 mg /kg toprak)

4. Kimyevi Glibre (kontrol 2) N ( 50 mg N/kg toprak ) P K
5. Kimyevi Giibre (kontrol 2)+ BGI (1 mg /kg toprak)

6. Kimyevi Giibre (kontrol 2)+ BG2 (2 mg /kg toprak)

7. T:(100 mg N ) 100 mM NacCl

8. T+ 100 mM NaCl + BG1 (1 mg /kg toprak)

9. T+ 100 mM NaCl + BG2 (2 mg /kg toprak)

Her Kg topraga 100 mg N (iire olarak), 100 mg P (Triple siiper
fosfat) ve 100 mg K (potasyum siilfat), tiim uygulamalara ekim 6ncesi topraga
homojen sekilde karistirilarak verilmistir. Saksilara 5 ‘er tohum ekilmis ¢ikis
sonrasi en 1yi gelisen 3’1 birakilmig diger ikisi de alinmigtir. Bitkilerde tuzluluk
stresi meydana getirmek i¢in bitkiler 100 mM NacCl igeren sulama suyuyla
sulanmigtir. Bitkilere tarla kapasitesinde su verilmistir. Saksilar her iki giinde

bir tartilarak eksilen su saksilara ilave edilmistir. Bitkilerde mikrobiyal

17



3. MATERYAL ve YONTEM ismail ALTAS

giibrelerin etkilerini belirlemek i¢in her kg topraga Azotobacter chroococum ve

Azotobacter Vinelandii 1x10’ cfu/gr degisen oranlarda verilmistir.

Kimyevi giibreler topraklar saksilara konulmadan Once topraklara
karistirildiktan sonra saksilara doldurulmustur. Mikrobiyal giibre (her kg
Topraga Azotobacter chroococum ve Azotobacter Vinelandii 1x10” cfu/gr)

degisen oranlarda ilk sulama ile verilmistir.

Tuz (NaCl) uygulamasma bitkiler ¢imlendikten sonra baglanmistir. Tuz

Uygulamasina gegilmeden once stok ¢ozelti asagidaki gibi hazirlanmistir.
100 mM NacCl i¢in
1000 ml x 58.5 mg = 58.5 g/l = 1 M NaCl stok ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Stoktan alinan 100 ml, 1000 ml’ye besin ¢ozeltisi ile tamamlanarak 100 mM tuz

igeren besin ¢ozeltisi elde edilmistir.

Deneme siirecinde, bitkilerin gelisim asamalarinda yapilan uygulamalar

Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Bitkilerin gelisim agamalarinda yapilan uygulamalar

Birinci hafta Ekim yapildi. Mikrobiyal giibre can suyu ile
birlikte verildi.

Ikinci hafta Cimlenme tamamlandi.

Ugiincii hafta Saksilarda seyreltme yapildi. Tuz uygulamasi
yapildi.

Dordiincii hafta Bitkilerdeki gelisim farkliliklar1 g6zlemlendi.

Besinci hafta Bitkiler hasat edildi.
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Kimyevi giibreler gerekli oranlarda her saksi i¢in belirlenen oranlarda ayri
ayr1 topraga karistirildiktan sonra saksilara doldurulup her saksiya 5 tohum ekildi.
mikrobiyal gilibre can suyu ile verildi. Tuz uygulamasi bitkiler ¢ikislarin
tamamladiktan sonra sulama suyu ile birlikte verildi. Bitkiler ¢ikislarini
tamamladiktan sonra en iyi gelisen 3 bitki birakilarak diger 2 bitki seyreltildi. Kalan
diger bitkiler arasinda gelisim farklar1 ortaya c¢ikincaya kadar calismaya devam

edildi. Gelisim farklar1 goriiliince bitkiler hasat edilerek laboratuara gotiirtildii.

3.2.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin Ol¢iilmesi

Klorofil Fliioresans, dnceden karanlik ve 1sik kosullarda bekletilen bitki
yapraklarinda tasinabilir Mini-PAM, Walz, Almanya) aletiyle dl¢tilmiistiir. Elde e
veriler ise: minimum Flioresans (Fo), maksimum Fliioresans (Fm), ve degisebilir
fluorescence (Fv) dir. Bu verilerden PSII’ deki maksimum Fliioresans Fv/Fm olarak

Olgtilmiistiir .

Yapraklardaki osmotik basincin belirlenmesi amaciyla, sivi azota -80°C 72
saat dondorulan yaprak drnekleri ¢oziindiiriilmiis ve bir siringa yardimiyla yapraktaki
sudan alinmistir. Daha sonra alinan o6rnek 5,0009°de santrifiij edilmistir. Bu
orneklerdeki osmotik basing (osmol/kg), osmometer (OSMOMAT 030, Genotec) ile

Olctilmiistiir .

Bitkinin su potansiyeli; misir bitkisinin yukardan 3. Yapragindan sabah saat

8:00 pressure chamber (basing kabini, Model 600,PMS, USA) ile belirlenmistir.

3.2.3.1. Bitki Yas ve Kuru Agirhgi ile Kimyasal Analizler

Sera kosullarinda ve saksi denemelerinde, bitkilerin gdvdesi mineral

elementlerce analiz edilmistir. Bitki yas ve kuru agirliginin tespit edilmesi i¢in her
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saksidan rast gele secilen 1 bitki alinarak (her uygulama icin 1x3= 3 bitki). Bitkiler
toprak yiizeyinde kesilmis ve yas agirliklar1 kaydedildikten sonra 70°C etiivde sabit

agirliga gelinceye kadar bekletilmis ve daha sonra kuru agirliklar1 belirlenmistir.

Bitki 6rnekleri mikro dalga firinda ekstre edilip ¢ozelti haline getirildikten
sonra ¢ozeltideki elementler (Na, P, K ve Ca) ICP/AAS ile okunmustur. Azot analizi
ise Kjeldahl yontemine gore yapilmistir (Chapman ve Pratt 1982). Bitkideki klor
analizi ise, su ile ekstrakte edilmis bitkinin klor miktari, potasyum kromat indikatorii
ile renklendirilerek ve AgNOs ile titre edilerek belirlenmistir (Johnson ve Ulrich,
1959).

3.2.3.2. Klorofil Tayini

Klorofil tayini Strain ve Svec (1966)’ya gore yapilmistir. Hasat sirasinda
yaklasik 1 gr yaprak ornegi 5 ml aseton: su (%90 v/v) karistminda homojenize
edilmistir. Homojenizasyon daha sonra filtreden gegirilerek ve 151k gecirmeyen
tiiplere konulmustur. Klorofil ekstraktlari klorofil a i¢cin 663.5 nm, klorofil b i¢in 645

nm de %90 aseton kontroliine kars1 okunmustur.
Chl. a (mg ml™) = 11.64X (A663) - 2.16X(A645)

Chl. b (mg ml ™) = 20.97 X(A645)- 3.94X(A663)

3.2.3.3. Fotosentez verimi ol¢limii

Fotosentez verimi bitki yapraklarinda mini-PAM fotosentez Ol¢lim aletiyle
Olciilmiistiir. Minimum 151k verimi (Fp), maksimum 151k verimi (Fm), degisken 151k
verimi (Fv) ve maksimum verimlilik miktar1 PSII (Fv/Fm) degerleri bulunarak

kaydedilmistir.
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3.2.3.4. Hiicre 6z suyunun osmotik basincinin belirlenmesi

Dondurulmus yaprak ornekleri biraz preslenerek 6zsuyu cikarildi. Cikarilan
O0zsu 5 dakika santrifiij edilmistir. Osmotik basincin belirlenmesi i¢in siiziinti

osmometreye (Osmomat 030) emdirilmistir.

3.2.3.5. Yaprak su potansiyelinin belirlenmesi

Alinan bitki 6rneginin su potansiyeli, basing kabini (PMS model 600, USA)

araciligiyla Sl¢iilmiistiir.

3.2.3.6. Prolin Tayini

Prolin ekstraksiyonu ve belirlenmesi Bates ve ark., (1973)’e gore yapilmistir.
Asit-ninhidrin karigimi renk maddesi olarak kullanmilmistir. Bu nedenle 1.25 gr
ninhidrin 30 ml glasial asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asit igerisinde ¢ozlilmiistiir.
1 gr agirhgindaki yapraklar 10 ml %3 liik siilfusalisilik asit i¢inde homojenize
edilmistir. Homojenizasyon Whatman No: 2 filtre kagidindan gegirildikten sonra 2
ml lik karistm 100 °C de 1 saat kaynatilarak, reaksiyon buz igerisinde
sonlandirilmistir. Absorbans 515 nm toluen kontroliine karsi okunmustur. Standart

olarak dnceden hazirlanmig olan L-Prolin soliisyonu kullanilmaistir.

3.2.3.7. Glisin Betain Tayini

Sairam ve ark. (2002) metoduna gore belirlenmistir. Daha dnceden kurutulan
yaprak Orneklerinden 0,5 g alinarak ogiitiilerek toz haline getirildi. Bunun tizerine 20
ml deiyonize su ilave edilerek calkalayicida 25 0C’de 48 saat calkalanarak
homojenize edildi. Daha sonra 1:1 oraninda 2 N H,SO, ile sulandirilan karisitmdan
0.5 ml alinarak test tiiplerine konuldu ve 1 saat buz banyosunda bekletildi. Daha

sonrasinda ise bu karisima 0.2 ml soguk KI-12 (potasyum iyodiir ) reajant1 eklenerek
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vortekslendi. Bu karigim 0-4 °C’de 16 saat bekletilerek bu siirenin ardindan
ornekler, 0 °C’de 10 000 g’de 15 dk sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. 2 -2.5 saat
sonra UV visible spektrofotometrede 365 nm’ de okumalar yapildi. Standartlar 50-
200 ug/ ml glisin betain kullanilarak 2 N H,SOy iginde hazirlandi.

3.2.3.8. Hiicre Zan Gecirgenligi Tayini

Hiicre zar1 gegirgenlik (%) tespitinde, Lutts ve ark. (1995) metotlar1 referans
alimmustir. Elektrolit sizinti EC (Elektriksel iletkenlik metresi) degerini 6l¢mede
kullanildi. Alinan bitki 6rnekleri 3 kez su ile yikanarak temizlenmis daha sonra bu
ornekler 10 mL su iginde bekletildi. Bu &rnekler oda sicakhiginda (25 °C) sarsma
cihazinda (100 rpm) 24 saat birakildiktan sonra bu soliisyonunda elektrik iletkenligi
(EC) okundu (EC;). Daha sonra aym ornekler 120°C etiivde minimum 20 dakika
bekletilmis ve daha sonra bu soliisyonlar oda sicakliginda sogutulduktan sonra ikinci
okuma yapildi (ECy). Elektrolit sizinti EC1/EC, hesaplar1 ve yiizde olarak ifade

edilmistir.

3.2.4. Topragin Fiziksel ve Kimyasal 6zelliklerinin Belirlenmesi

Deneme Oncesi ve sonrasi alinan toprak ornekleri hava kurusu duruma
getirilip, 2 mm’lik elekten gecirildikten sonra asagida verilen fiziksel ve kimyasal

analizler yapilmstir.

Elektriksel iletkenlik (EC) degeri (Richards, 1954), toprak reaksiyonu (pH)
(Jackson, 1958), toprak 6rneklerinin kum, silt ve kil fraksiyonlari Bouyoucos (1951)
tarafindan bildirildigi sekilde Hidrometre yontemine gore belirlenmistir, tekstiir
smiflari ise “Soil Survey Manual” (Annonymous, 1951)’e gore saptanmistir. Organik
madde (Jackson, 1958) tarafindan bildirildigi sekilde degistirilmis Walkley-Black

yas yakma yontemine gore belirlenmistir.
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Yarayish potasyum (K) ve sodyum (Na): Pratt (1965) tarafindan bildirildigi
sekilde, toprak ornekleri 1.0 N noétr (pH: 7.0) amonyum asetat (CH3COONHy,) ile
ekstrakte edilerek siiziikteki potasyum (K) ve sodyum (Na) fleymfotometre ile
belirlendi.

3.2.5. istatistiksel analiz

Veriler iki yonlii varyans analizine tabi tutulmus ve veriler arasindaki
karsilastirma LSD testiyle yapilmistir (P<0.05). Cesitler ve uygulamalar arasindaki
farkliliklar1 belirlemek i¢in Coklu Varyans Analizi (MANOVA) yapilmistir (P <
0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Brassinosteroit Denemesi

4.1.1. Yas ve Kuru Agirhklar

Tuz stresiyle, her iki misir ¢esidinin de yas ve kuru agirliklarinda azalma
olmustur. Ancak, PR 34N24 misir ¢esidiyle karsilastirildiginda, PR 32T83 musir
cesidi tuz stresine kismi olarak daha toleransli bulunmustur. Kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda tuz stresinde yetistirilen PR 34N24 ve PR 32T83 musir ¢esitlerin
yas agirliklarindaki oransal degisim sirastyla; 48,8 ve 58,3 ile kuru agirliklarindaki
oransal degisim sirasiyla; 47,7 ve 62,3 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1.). Tuzluluk
stresi bitkinin yas ve kuru agirliginda azalmalara neden olmustur. Benzer caligsmalar
degisik bitkilerde baska arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir. Ornegin, biber
bitkisinde (Chartzoulakis ve Klapaki 2000, Lycoskoufis ve ark., 2005), celtik
bitkisinde (Ozdemir ve ark., 2004; Demiral ve Tiirkan, 2005), Cyanophyta
(Saygideger ve Deniz, 2008) ve musir bitkisinde (Cha-Um ve Kirdmanee, 2009).
Ancak su anki arastirma denemesinde tohumda ve yapraktan uygulanan 24-
epibrassinolit (EBR) ile her iki misir ¢esidinde de yas ve kuru agirliklar artmstir.
Houimli ve ark., (2010) biber bitkisinde yapmis oldugu ¢alismada yapraktan 0,5
mg/L EBR uygulamis ve tuzlu kosularda yetisen bitkilerin yas ve kuru agirliklarinda

artis oldugunu rapor etmistir.

Tuz stresinde ve kontrol kosullarinda yetisen misir bitkilerinde, her iki EBR
uygulama sekli (tohumdan ve yapraktan) her iki cesitte de yas ve kuru agirliklarda
artis saglamistir. Sonucglara goére yapraktan EBR uygulamalariin, tohumdan
uygulamalara gore daha olumlu sonug¢ verdigi goriilmektedir. Cogu durumlarda
yapraktan 2 puM EBR uygulamalariyla daha olumlu sonuglar elde edildigi

goriilmektedir.
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Cok Degiskenli Varyans Analiz (MANOVA) testi sonuclarina bakildiginda,
bitki yas ve kuru agirliklar1 bakimindan, uygulamalar ve cesitler arasinda onemli
farklilik vardir.

Cizelge 4.1. tuz stresi ve kontrol kosullarla birlikte farkli metotla uygulanan 24-epibrassinolitin (uM)
iki musir gesidinin yas (YA) ve kuru (KA) agirligi iizerine etkisi

Cesitler Uygulamalar YA oD KA oD
K 175b 100,0 19,9¢c 100,0

tEBR 1,5 178b 101,7 20,5bc 103,0

tEBR 2 187ab 106,8 21,2abc 106,5

yEBR 1,5 185ab 105,7 22,4ab 112,6

PR 32783 yEBR 2 192a 109,7 24,4a 122,6
T 102e 58,3 12,4f 62,3

tEBR 1,5 137d 78,3 15,2¢ 76,4

tEBR 2 142d 81,1 17,8cde 89,4

yEBR 1,5 145cd 82,9 16,9de 84,9

yEBR 2 152a 119,7 16,2a 122,7

K 127b 100,0 13,2b 100,0

tEBR 1,5 132b 103,9 13,6ab 103,0

tEBR 2 142a 111,8 14,7ab 1114

yEBR 1,5 141a 111,0 14,3ab 108,3

PR 34N24 yEBR 2 152a 119,7 16,2a 122,7
T 62f 48,8 6,3e 47,7

tEBR 1,5 83e 65,3 8,9d 67,4

tEBR 2 89de 70,0 9,2d 69,7

yEBR 1,5 96d 75,5 9,9cd 75,0

yEBR 2 110c 86,6 12,3bc 93,2

K: kontrol; t: EC 8 dS/m; EBR: 24-epibrassinolit; t: tohum uygulamasi; y: yaprak uygulamasi

Her bir ¢esit i¢in ayni siitun igerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatiksel olarak
farklidir (P < 0.05).

MANOVA: Uygulamalar ve cesitler arasinda istatiksel olarak farkliliklar oldugunu gosterir (P < 0.05).
OD: Kontrol uygulamasina gore Oransal Degisim
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4.1.2. Maksimum Isik Verimi (Fv/FM), Hiicre Zan Gegirgenligi (HZG) ve
Toplam Klorofil (TK)

Tuzluluk stresi her iki misir ¢esidinde maksimum 151k verimini ve toplam
klorofil igerigini istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiirmiistiir, fakat hiicre zar1
gecirgenligini ise artirmistir. Elde edilen sonuglara gore, PR 32T83 ¢esidi tuzluluk
stresinden diger ¢eside gore daha az etkilenmistir (Cizelge 4.2).

Tuzlu kosullarda yetisen bitkilerde, tohumdan veya yapraktan uygulanan
EBR, bu li¢ parametrede her iki g¢esit icin iyilestirme saglamistir. Benzer artiglar,
kontrol kosullarinda yetisen bitkilerin Fv/FM ve TK igeriginde bulunmustur.
Yapraktan EBR uygulamasinin 6zellikle 2 pM dozunun diger uygulamalar ve doza
gore soz konusu parametreler iizerinde daha etkili oldugu goriilmektedir. Tuzlu
kosullarda yetisen bitkilerde toplam klorofil degerlerinde diisme goriilmiistiir. Bu
durum 6zellikle duyarli misir ¢cesidinde daha belirgindir. Yapilan 6nceki ¢caligmalarda
da tuzluluk stresiyle klorofil degerlerinin diistiigii rapor edilmektedir (Kaya ve ark.,
2001; Lycoskoufis ve ark., 2005). Tuzlu kosullarda klorofil igeriginin diismesinin,
klorofil sentezinde gorev alan klorofilaz enzim aktivitesinin azalmasiyla
aciklanmistir (Giines ve ark., 1997). Tuzlu ortamda yetisen bitkilere disaridan EBR
uygulamasiyla kismi olarak klorofil diizeyi artmistir. Benzer sonuclar diger bazi
arastiricilar tarafindan da rapor edilmektedir (Houimli ve ark., 2010; Anuradha ve
Rao, 2003, Ali ve ark., 2007). Bu durum EBR'nin bitkiyi tuzluluk stresinin klorofil
sentezi lizerinde meydana getirdigi oksidatif stresi azaltmasiyla agiklanabilir. Clinkii
bu aragtirmada elde edilen sonuglara gore tuzlu kosullarda oksitadif stres
parametreleri olarak test edilen hidrojen peroksit (H,O2) ve malondialdehit (MDA)
diizeyleri yiiksek bulunmus, ancak disaridan EBR uygulamalariyla bu parametrelerde

diisme meydana gelmis olmasi bu goriisii desteklemektedir.

Tuzluluk stresi yapraklardaki su potansiyelini diisiirmiistiir. Ancak tohumdan
veya yapraktan EBR uygulamalariyla yapraktaki su potansiyeli kismi olarak

artmistir. Diger baz1 ¢alismalarin sonuglarinda da tuz uygulamasinin yapraktaki su
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potansiyelini diisiirdiigii rapor edilmektedir. Ornegin, iiziimde (Fozouni ve ark.,
2012) ve zeytinde (Mousavi ve ark., 2008). Tuz stresini bitki gelismesi ve su
potansiyeli lizerindeki olumsuz etkinin, bitki hiicresi lizerindeki metabolizmanin
bozulmasiyla ilgili olabilir. Ciinkii tuz stresinden dolay1 artan osmotik basing bitkini
su alimin1 ve besin elementlerin alimimi kisitladigi i¢in bitki hiicresinin geligimini

azaltabilir (Cigek ve Cakirlar, 2002).

Bu proje kapsaminda test edilen bir diger parametre ise hiicre zari
gecirgenligidir. Hiicre zan gecirgenligi tuzlu kosularda yetisen bitkilerde artmustir.
Ciinkii hiicre zarinin yapist bozulmus ve sitoplazma igerisinde bulunan elektronlar
disar1 sizmasi nedeniyle Olgmiis oldugumuz elektron gegirgenlik parametreleri
yiiksek bulunmustur. Bu parametre daha 6nceki degisik calismalarda da 6l¢iilmiis ve
tuzlu kosularda yetisen degisik bitkilerde yiiksek bulunmustur (Kaya ve ark., 2001,
Ghoulam ve ark., 2002). Bunun bu sekilde yiiksek ¢ikmasinin nedeni ise tuzlu
kosullarda yetisen bitkilerde serbest oksijen radikalerinin yiiksek ¢ikmasi ve bunlarin
hiicre zarin1 bozmasiyla agiklanmistir (Sairam ve ark., 2005). Bizim ¢alismamizda da
serbest oksijen radikalerinin yiiksek ¢ikmasi da bu durumu agiklamaktadir. Mevcut
calismada tuzlu kosullarda yetisen musir bitkisine disaridan EBR uygulamasiyla
hiicre zar1 kismi olarak onarilmigs ve bunun sonucu olarak hiicre zar1 gecirgenligi
azalmigtir. Benzer sonuglarin biber bitkisi (Houimli ve ark., 2010) ve hardal
bitkisinde (Ali ve ark., 2008) de rapor edilmistir. EBR'nin hiicre zar1 gegirgenligi
tizerindeki bu olumlu etkisi, Ozellikle serbest oksijen radikalerinin diizeylerini

diistirmesiyle agiklanabilir (Arora ve ark., 2008; Ali ve ark., 2008).

Cok Degiskenli Varyans Analiz (MANOVA) testi sonuclarina bakildiginda,
bu parametreler bakiminda, uygulamalar ve cesitler arasinda Onemli farklilik

bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Tuz stresi ve kontrol kosullarla birlikte farkli metotla uygulanan 24-epibrassinolitin (uM)
iki musir ¢esidinin maksimum fliioresans verimi (Fv/FM), hiicre zar1 gegirgenligi (HZG) ve
toplam klorofil (TK mg/kg yas agirlik {izerinde) lizerine etkisi

Cesitler Uygulamalar FVIFM HZG TK
K 0,624bc 16¢d 1268b
tEBR 1,5 0,632b 16¢d 1288b
tEBR 2 0,635b 16¢d 1315a
yEBR 1,5 0,645a 15d 1326a
PR 32T83 yEBR 2 0,652a 15d 1327a
T 0,588d 24a 1066f
tEBR 1,5 0,612c 20b 1122e
tEBR 2 0,615¢c 20b 1132e
yEBR 1,5 0,622bc 19hc 1156d
yEBR 2 0,622bc 18bcd 1198c
K 0,596b 18c 1196b
tEBR 1,5 0,602b 17c 1208ab
tEBR 2 0,609ab 17c 1216ab
yEBR 1,5 0,612ab 15¢ 1225a
PR 34N24 yEBR 2 0,625a 16¢ 1228a
T 0,542¢ 27a 1002f
tEBR 1,5 0,555de 24ab 1085e
tEBR 2 0,562cd 23b 1122d
yEBR 1,5 0,574c 23b 1165¢
yEBR 2 0,576¢ 22b 1175bc

K: kontrol; t: EC 8 dS/m; EBR: 24-epibrassinolit; t: tohum uygulamasi; y: yaprak uygulamasi

Her bir gesit i¢in aymi siitun igerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatiksel olarak
farklidir (P < 0.05).

MANOVA: Uygulamalar ve gesitler arasinda istatiksel olarak farkliliklar oldugunu gosterir (P < 0.05)

4.1.3. Yaprak Su Potansiyeli (¥1), Osmotik basin¢ (OB), prolin ve Glisin Betain
(GB)

Tuz stresinde yetigen her iki misir ¢esidinde yaprak su potansiyelinde azalma
ve yaprak osmotik basincinda, prolin ve glisin betain iceriginde ise artis
bulunmustur. Tuz stresine kismi olarak daha duyarli oldugu tespit edilen PR 34N24
misir ¢esidinin yaprak su potansiyeli tuz stresinden daha fazla etkilenmistir (Cizelge

4.3).

Ayrica da tuzluluk stresi, tuza duyarli g¢esitte daha fazla yaprak osmotik

basincina sebep olmustur. Ancak tuzlu kosullarda prolin ve glisin betain igerikleri
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tuza kismi olarak toleransli ¢esit olan PR 32T83’de daha yiiksek bulunmustur. Ancak
kontrollii kosullarda yetisen bitkilerde EBR uygulamalariyla bu parametrelerde bir
degisim meydana gelmemistir. Yiiksek bitkilerde tuzluluk stresine metabolik tepki
olarak yiiksek oranda prolin birikimi olmaktadir (Ghoulam ve ark., 2002; Rahnama
ve Ebrahimzadeh, 2004; Demiral ve Tirkan, 2005). Prolinin bu etkin
mekanizmasinin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, NADPH ve H birikimine
yol acan elektron transport sistemindeki aktivitenin azalmasiyla aciklanmaktadir
(Venekemp, 1989; Sawhney ve ark., 1990; Alia ve ark., 2001). Prolin, karbon ve azot
kaynagi olarak, stres kosullarinda yetisen bitkilerde hiicre zarinin yapisinin
korunmasinda ve serbest oksijen radikallerinin azalmasinda da etkin rol almaktadir
(Jain ve ark., 2001). Bu g¢alismada da tuzlu kosullarda yetisen bitkilerde 6zellikle
kismi olarak tuzluluga toleransli PR 32T83 misir ¢esidinde prolin birikmesi
olmustur. Ancak disaridan EBR uygulamasiyla bitki gelisiminde meydana gelen
iyilesmeyle uyumlu olarak prolin diizeyinde de azalma olmustur. Bu durum o6nceki

caligmalarla uyumluluk géstermektedir (Houimli ve ark., 2010; Gonzalez-Olmedo ve
ark., 2005).

Tuzlu kosularda yetisen bitkilerde konsantrasyonu artan osmotik
koruyuculardan bir digeri ise glisin betaindir (GB). GB ¢ogunlukla kloroplastlarda
bulunur ve tilakoid membranlarin korunmasinda ve diizenlenmesinde hayati bir rol
tistlenerek fotosentez etkinligini artirmaktadir (Robinson ve Jones, 1986). Tuzlu
kosullarda yetisen misir bitkilerinde GB diizeyi artmis ve bu diizey, tuza kismi olarak
toleransli cesit olan PR 32T83’de daha yiiksek bulunmustur. Daha once yapilan
caligmalarda degisik bitkilerde GB diizeyinin yiikseldigi, ispanak, arpa, geltik ve
sorgum bitkisinde de rapor edilmistir (Yang ve ark., 2003). Murata ve ark., (1992)
GB'nin tuzlu kosullarda fotosistem II (PSII) korudugu rapor edilmektedir. GB
konsantrasyonun 6zellikle tuza daha toleransli dut bitkisinde yiiksek oranda biriktigi
bildirilmektedir (Agastian ve ark., 2000). Bu sonuglar bizim buldugumuz sonuglarla
uyum gostermektedir. Ayni sekilde bazi ¢aligmalarda da tuzlu kosullarda yetisen
misir ¢esitlerinden daha fazla GB biriktirebilen ¢esitlerde bitki gelisimi daha fazla
oldugu bildirilmektedir (Saneoka ve ark., 1995). Benzer sonuglar; daha fazla GB
iceren bugday bitkileri tuzlu kosullara daha iyi adapte oldugu sdylenmektedir
(Colmer ve ark., 1995)
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Cok degiskenli varyans analiz (MANOVA) testine gore, bu parametrelerde

acisinda, uygulamalar ve ¢esitler arasinda Onemli farklik bulunmustur.

Cizelge 4.3. Tuz stresi ve kontrol kosullarla birlikte farkli metotla uygulanan 24-epibrassinolitin (uM)
iki musir ¢esidinin yaprak su potansiyeli (WI: MPa), yaprak osmotik basinci (YOB: Osmol/kg), prolin
(Pro: umol/g) ve glisin betain (GB, png/g KA) igerigi tizerine etkisi

Cesitler Uygulamalar b 4| YOB Pro GB
K -0,35a 0,044ef 1,10e 587e

tEBR 1,5 -0,33a 0,39f 1,05e 585e

tEBR 2 -0,33a 0,036f 1,04e 575e

yEBR 1,5 -0,34a 0,034f 1,02e 569¢

PR 32T83 yEBR 2 -0,33a 0,035f 1,04e 572e
T -1,46d 0,127a 2,96a 986a

tEBR 1,5 -1,34cd 0,104b 2,52b 945b

tEBR 2 -1,21bc 0,091bc 2,40bc 912c

yEBR 1,5 -1,14bc 0,076cd 2,26cd 855d

yEBR 2 -1,05b 0,062de 2,20d 846d

K -0,30a 0,041e 1,13d 468d

tEBR 1,5 -0,29a 0,039 1,10d 461d

tEBR 2 -0,28a 0,038e 1,11d 466d

yEBR 1,5 -0,28a 0,037e 1,14d 465d

PR 34N24 yEBR 2 -0,27a 0,037e 1,12d 462d
T -1,67d 0,173a 2,54a 607a

tEBR 1,5 -1,39c 0,124b 2,42a 575b

tEBR 2 -1,37c 0,105c 2,21b 565b

yEBR 1,5 -1,21bc 0,086¢d 2,02¢c 562b

yEBR 2 -1,14b 0,071d 2,04c 542¢

K: kontrol; t: EC 8 dS/m; EBR: 24-epibrassinolit; t: tohum uygulamasi; y: yaprak uygulamasi

Her bir ¢esit i¢in ayn1 siitun igerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatiksel olarak
farklidir (P < 0.05).

MANOVA: Uygulamalar ve ¢esitler arasinda istatiksel olarak farkliliklar oldugunu gosterir (P < 0.05)

4.1.4. Bitkideki Mineral Element icerikleri

Beklenildigi gibi, tuzluluk stresiyle birlikte her iki misir ¢esidinin
yapraklarinda sodyum (Na) igerigi artmistir. Tuzluluga kismi olarak daha duyarh
bulunan PR 34N24 musir ¢esidinde Na icerikleri daha yiiksektir (Cizelge 4.4). Tuzlu
kosullarda yetisen bitkilere tohumdan ve yapraktan EBR uygulamalariyla her iki
ceside de Na icerigi diismiis, fakat kontrol bitkilerine gére Na igerigi halen daha
yiiksektir. Yapraktan EBR uygulamalari, tohumdan uygulamayla karsilastirildiginda
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Na igeriginde daha fazla diisiise sebep olmustur. Kontrol bitkilerine EBR
uygulamalariyla bitkilerdeki Na icerikleri degismemistir.

Diger zorunlu besin elementleri (N, ve Ca) agisinda degerlendirme
yapildiginda ise tuzluluk stresi, bu besin elementleri diizeyinde diisiise sebep

olmustur. Bu diisiiler PR 34N24 ¢esidinde daha fazla bulunmustur (Cizelge 4.4.).

EBR uygulamalariyla bu besin elementlerinin konsantrasyonlart kismi olarak
artmig, ancak kontrol bitkileri diizeyine ulasmamistir. Bu anlamda yapraktan EBR
uygulamasi, tohum uygulamasina gore daha olumlu sonug¢ vermistir. Cok degiskenli
varyans analiz (MANOVA) testine gore, yapraktaki besin elementleri diizeyleri esas

alindiginda uygulamalar ve ¢esitler arasinda 6nemli farkliklar vardir.

Tuzlu ortamlarda gelisen bitkilerde goriilen 6nemli aksamalara neden olan
olumsuz faktorlerden bir digeri de besin elementi dengesizligidir. Bitki kok
bolgesinde Na oraninin artmasina bagh olarak kalsiyum (Ca) ve azot (N) alinimlar
olumsuz etkilenmektedir. Bu durum Na ile diger elementler arasindaki
antagonizmden ileri gelmektedir (Fageria, 2001; Garcia-Sanchez ve ark., 2002;
Garcia-Legaz, 2008).

EBR uygulamalar1 ile bu element diizeylerinde artig olmustur. Ayrica EBR
uygulamalariyla Na iceriginde ise bir azalma meydana gelmistir. Benzer ¢alisma
sonuglar1 Eriobotrya japonica Lindl bitkisinde elde edilmistir (Sadeghi ve
Shekafveeh 2014). EBR’nin yararli etkisi tuz stresinde yetisen bitki hiicrelerindeki
iyon dengesinin gelistirmesiyle ilgili oldugu rapor edilmektedir (Pirogovskya ve ark.,
1996). Ayrica EBR bilesiklerinin topraktan daha fazla mineral elementleri almasina

yardimet1 olduklari bildirilmektedir (Ronsch ve ark., 1993).
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Cizelge 4.4. Tuz stresi ve kontrol kosullarla birlikte farkli metotla uygulanan 24-epibrassinolitin (uM)
iki misir ¢esidinin yaprak su potansiyeli (WI: MPa), yaprak osmotik basinci (YOB: Osmol/kg), prolin
(Pro: pmol/g) ve glisin betain (GB, pg/g KA) icerigi iizerine etkisi

Cesitler Uygulamalar Na Ca N
K 33d 173ab 1144a
tEBR 1,5 32d 176a 1152a
tEBR 2 32d 178a 1151a
yEBR 1,5 30d 174ab 1150a
PR 32783 yEBR 2 31d 175a 1152a
T 332a 110d 887e
tEBR 1,5 254b 142¢ 957d
tEBR 2 242b 162b 985¢
yEBR 1,5 234c 168ab 986¢
yEBR 2 230c 172ab 1016b
K 30d 162ab 1125a
tEBR 1,5 30d 164a 1124a
tEBR 2 31d 165a 1132a
yEBR 1,5 29d 164a 1129a
PR 34N24 yEBR 2 28d 165a 1135a
T 380a 94e 842e
tEBR 1,5 303b 113d 926d
tEBR 2 281bc 132c 933d
yEBR 1,5 274c 149b 1027c
yEBR 2 272c 156ab 1058b

K: kontrol; t: EC 8 dS/m; EBR: 24-epibrassinolit; t: tohum uygulamasi; y: yaprak uygulamasi

Her bir ¢esit icin ayn1 siitun icerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatiksel olarak
farklidir (P < 0.05).

MANOVA: Uygulamalar ve g¢esitler arasinda istatiksel olarak farkliliklar oldugunu gosterir (P < 0.05).

4.2. Mikrobiyal giibrenin azaltilmis N ve Tuz stresinde yetisen musir bitkisine

etkileri

4.2.1. Klorofil icerigi

Cizelge 4.5. de goriildiigii gibi tuz uygulanan bitkiler kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda toplam klorofil miktarlarinda diisiis meydana gelmistir. Bitkilere
uygulanan biyolojik giibre uygulamalari ile bu diislisii kismen iyilestirmistir. K1 de
yapilan biyolojik giibre uygulamalar1 ile klorofil igeriginin arttigi en iyi artisin
K1+BG2 de oldugu gorilmiistiir. Azaltilmis N (K2) uygulamasinda K1’e gore
klorofil igeriginin dustiigli yapilan biyolojik giibre (K2+BG1 ve K2+BG2)

uygulamalari ile K1 seviyesine yiikseldigi goriilmiistiir. Bitkilerin toplam klorofil
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miktarlar1 tuz uygulamalar ile beraber diisiis gostermistir. Tuz uygulamalar ile
toplam klorofil miktarinda meydana gelen bu diislis Yasar (2003), Binici (2005),
Topaloglu (2010) yaptiklar1 ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

Cizelge 4.5. Tuz stresi, kontrol kosullar ve azaltilmis N ile birlikte farkli miktarda topraga uygulanan
biyolojik giibrenin misir bitkisinin maksimum fliioresans verimi (Fv/FM), hiicre zar1 gegirgenligi
(HZG) ve toplam klorofil (TK mg/kg yas agirlik {izerinde) lizerine etkisi

Uygulamalar FVIFM HZG TK

K1 0,625b 16d 1258b
K1+BG1 0,645a 16d 1288ab
K1+BG2 0.635ab 16d 1315a

K2 0,595de 18d 1125a
K2+BGL 0,612¢ 15d 1256h
K2+BG2 0.624b 16d 1240b

T 0,588¢ 27a 1022e
T+BG1 0,605¢d 23c 1132d
T+BG2 0,602cd 24bc 1168c

K1: Kontrol (100 mg N/Kg toprak); K2: 50 mg N/Kg toprak; BG1: 1 mg BG/kg toprak; BG2: 2 mg
BG/kg toprak; T: 100 mM NacCl
Aymni siitiin icerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatistiksel olarak farklidir LSD (P

<0.05).

4.2.2. Hiicre zan gecirgenligi

Cizelge 4.5’te gorildiigi gibi tuz stresinde yetisen bitkilerde hiicre zari
gecirgenligi artmistir. Biyolojik giibre uygulamalari bitkilerin hiicre zar1 gecirgenligi
azalmis olsa da kontrol bitkilerinin hiicre zar1 gecirgenligine ulasamamistir. Cizelge
4.6’ da anlasilacag: iizere biyolojik giibre uygulamalar1 arasindaki fark istatistiki
olarak onemli bulunmamistir. K1’e gore yapilan biyolojik giibre (K1+BG1 ve
KI1+BG2 )uygulamalarinda hiicre zar1 gegirgenliginin degismedigi gorilmiistiir.
Azaltilmis N uygulamasinda hiicre zar1 gegirgenliginin K1’e gore arttig1 yapilan
biyolojik giibre uygulamalari ile diislis gosterdigi gortiilmiistiir. Yaptigimiz ¢alismada

tuz uygulamalar1 neticesinde bitkilerin hiicre zar1 gecirgenlikleri artmistir. Tuz
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uygulamalari ile hiicre zar1 gecirgenliginde meydana gelen bu artis Kaya ve ark
(2003), Binici (2005) ile paralellik gostermektedir.

4.2.3. Fotosentez verimi

Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi K1’e gére yapilan biyolojik giibre (K1+BG1 ve
K1+BG2) uygulamalarinda fotosentez veriminin arttigi en iyi artisin K1+BG1
uygulamasinda oldugu goriilmiistiir. Azaltilmis N (K2) uygulamasinda K1’e gore
fotosentez veriminin diistiigli yapilan biyolojik giibre (K2+BG1 ve K2+BG2)
uygulamalarinda K1 seviyesine yiikseldigi goriilmiistiir. Fotosentez verimi, tuz
uygulamasi sonucunda, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda azalmistir. Biyolojik
giibre uygulamalari ile maksimum 1s1k veriminde artis goriilmiistiir. Kontrol bitkileri
ile kiyaslandiginda ise bu degerlerin kontrol bitkilerinin maksimum 1sik verimi
degerine ulasamadigr goriilmiistiir. Bitkilerde maksimum 151k verimi tuz
uygulamalar1 sonucunda diisiis gostermistir. Bitkilerde tuz uygulamalar ile meydana
gelen maksimum 151k verimindeki bu diisiis Yasar (2003), Burman (2004), Kusvuran
ve ark. (2007), Dasgan ve Kog¢ (2009), Kugvuran (2011), calismalar: ile paralellik

gostermektedir

4.2.4. Yapraktaki su potansiyeli

Kontrol bitkilerine oranla tuz ve biyolojik giibre uygulamalari sonucunda
bitkilerde meydana gelen degisiklikler c¢izelge 4.6’da goriildiigii gibidir. Tuz
uygulanan bitkiler kontrol bitkileri ile karsilagtirildiginda yapraktaki su
potansiyelinde diisiis meydana gelmistir. Biyolojik giibre uygulamalari ile bu diisiis
kismen iyilestirmistir. Azaltilmig N uygulamasinda (K2) yaprak su potansiyelinde
K1’e gore diisiis goOstermis yapilan biyolojik giibre (K2+BGl ve K2+BG2)
uygulamalarinda yiikselme goriilse de K1 seviyesine gelememistir. Tuz uygulamalari

neticesinde bitkilerin yaprak su potansiyellerinde diislis gozlenmistir. Tuz
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uygulamalari ile yapraktaki su potansiyelinde meydana gelen bu diisiisler Binici

(2005), Burman (2004), Kusvuran (2011) galismalar ile paralellik gostermektedir.

Cizelge 4.6. Tuz stresi, kontrol kosullar ve azaltilmig N ile birlikte farkli miktarda topraga uygulanan
biyolojik giibrenin misir bitkisinin yaprak su potansiyeli (‘¥1: MPa) ve yaprak osmotik basinct (YOB:
Osmol/kg) tizerine etkisi

Uygulamalar ¥ YOB
K1 -0,34a 0,042c

K1+BG1 -0,33a 0,039c
K1+BG2 -0,33a 0,038c

K2 -0,68c 0.029¢

K2+BG1 -0,46b 0.036¢
K2+BG2 -0,49b 0,036¢

T -1,66e 0,141a

T+BG1 -1,37d 0,119b

T+BG2 -1,42d 0,122b

K1: Kontrol (100 mg N/Kg toprak); K2: 50 mg N/Kg toprak; BG1: 1 mg BG/kg toprak; BG2: 2 mg
BG/kg toprak; T: 100 mM NacCl

Aynut siitiin igerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatistiksel olarak farklidir LSD (P<
0.05).

4.2.5. Bitkilerde osmotik basin¢

Cizelge 4.6’da gorildiigii gibi Osmotik basing, tuz uygulanan bitkiler ile

kontrol bitkileri karsilastirildiginda, tuz uygulanan bitkilerde arttig1 gortilmiistiir.

Yapilan biyolojik giibre uygulamalarinda kismen diizelme goriilse de yeterli
goriilmemistir. Yaptigimiz caligmada tuz uygulamalari ile bitkilerde osmotik
basincin arttifi belirlenmistir. Bitkilerde tuz uygulamalari ile osmotik basing
degerinde meydana gelen bu artis Topaloglu (2010) yaptig1 ¢alisma ile paralellik

gostermektedir.
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4.2.6. Bitkilerde Na, N, Ca, P ve K konsantrasyonu

Cizelge 4.7. Tuz stresi, kontrol kosullar1 ve azaltilmig N ile birlikte farkli miktarda topraga uygulanan
biyolojik giibrenin musir bitkisinin sodyum (Na), azot (N), kalsiyum (Ca), potasyum (K) ve fosfor (P)
(mmol/kg) igerigine etkisi

Uygulamalar Na N Ca K P

K1 32c 1144b 173a 364a 64a
K1+BG1 32¢C 1175a 176a 365a 65a
K1+BG2 31c 1195a 178a 369a 65a

K2 33c 925e 165a 356a 66a
K2+BG1 35¢ 1020c 172a 362a 63a
K2+BG2 32c 1032c 174a 365a 62a

T 3453 852f 109¢c 245 ¢ 36¢
T+BG1 236Db 963d 136b 289b 52b
T+BG2 230b 1020c 134b 295b 46bc

K1: Kontrol (100 mg N/Kg toprak); K2: 50 mg N/Kg toprak; BG1: 1 mg BG/kg toprak; BG2: 2 mg
BG/kg toprak; T: 100 mM NacCl

Aynu siitiin icerisindeki farkli harflerle gosterilen ortalama veriler istatistiksel olarak farklidir LSD (P <
0.05).

Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi tuz uygulanan bitkiler, kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda, Na miktarinda artis gozlenirken, N, P, K ve Ca miktarinda
azalma goriilmektedir. Bitkilerin Na degerlerinde, tuz uygulamasi sonucu kontrol
bitkileri ile karsilastirildiginda artis gozlemlenmistir. Yapilan biyolojik glibre
uygulamalar1 ile tuzluluktan kaynaklanan Na miktarindaki artis kismen
tyilestirilmistir. K1 de yapilan biyolojik giibre uygulamalarinda K1+BGl
uygulamasinda N ve Ca da K1’e gore artis goriiliirken diger parametrelerde (Na, P ve
K) degisiklik olmamistir. K1+BG2 uygulamasinda Na oraninda azalma olurken, N,
Ca, K oraninda artma belirlenmistir. P oraninda bir degisim olmamistir. Azaltilmig N
uygulamasinda K2 de Kl1’e gore Na ve P orami artmis, N, Ca ve K oranlar
azalmistir. K2 de yapilan biyolojik giibre uygulamalarinda K2+BG1 uygulamasinda
Na, N, Ca ve K oraninda artis olurken P oraninda azalma goriilmiistiir. K2+BG2
uygulamasinda ise Na ve P oraninda azalma goriiliirken N, Ca ve K oraninda artis
belirlenmistir. Yapilan tiim biyolojik gilibre uygulamalarinda N oranindaki artislar
degerli bulunmustur. Kontrol bitkileri ile karsilagtirildiginda tuz uygulanan bitkilerin

kok ve govdelerinde Na miktarinda artis gozlenirken Ca ve K miktarlarinda azalma

36



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ismail ALTAS

goriilmistiir. Bu sonuclar, Binici (2005), Kugvuran ve ark. (2007), Topaloglu (2010),
Kusvuran (2011) ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

5.1.1. Brassinosteroit Deneme Sonuclari

1.  Test edilen misir ¢esitleri test edilen parametreler agisindan
degerlendirildiginde, PR 32T83 musir ¢esidi kismi olarak tuza daha toleransl
bulunurken, PR 34N24 musir ¢esidi daha duyarli bulunmustur. Bu sonuglar
dikkate alindiginda tuzluluk problemi olan topraklarda kullanilan gesitlerden

PR 32T83 musir ¢esidi Onerilebilir.

2.  Tuzlu kosularda yetisen bitkilerde sadece Na toksik diizeyde biriktigi i¢in
degil ayn1 zamanda N, ve Ca miktarinin azalmasi nedeniyle de bitki gelisimi
azalmaktadir. Gelecek yillarda tuzlu kosularda ve tarla kosularinda yetisen
bitkilere ilave Ca ve Nverilerek tuzluk stresini azaltip azaltmayacagi test

edilmesi Onerilmektedir.

3. Yapraktan ve tohumdan EBR uygulamalarinin 6zellikle 1,5 ve 2 uM dozlarinin
tuzlu kosullarda yetisen misir bitkisinde tuza toleranst kismi olarak artirmistir.
Bu bilesiklerin etkili dozlari, tuzlu kosullarda misir yetistiriciligi icin
Onerilebilir. Pratik olmasi agisinda ekim oOncesi tohumlar EBR’nin etkili
bulunan dozlarda hazirlanan ¢6zeltilerde 24 saat bekletildikten sonra ekilmesi

Onerilir.

4.  EBR uygulamalarimin tuz stresinde yetisen musir bitkisi lizerindeki olumlu
etkisi; bitkideki Na birikimini azaltmak ve bitkideki N ve Ca miktarini
artirmadan dolayidir. Ayrica bu olumlu etki ayn1 zamanda diger test edilen
fizyolojik parametrelerde (hiicre zar1 gecirgenligi gibi) iyilestirme meydana

getirmesi nedeniylededir.
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5.1.2. Mikrobiyal giibrenin azaltilmis N ve Tuz stresinde yetisen misir bitkisine

etkileri

Yaptigimiz ¢alismalar neticesinde bitkilerde, maksimum 1s1k veriminde, tuz
uygulamasi sonucu kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda diisiis gbézlemlenmistir.
Bitkilere yapilan biyolojik giibre uygulamalar1 sonucunda, tuzluluktan kaynaklanan

maksimum 151k verimindeki diisiis kismen iyilestirilmistir.

Tuz uygulamasi neticesinde kontrol bitkilerine kiyasla, bitkilerin hiicre zari
gecirgenliginde artis gozlenmistir. Bu artig, yapilan farkli biyolojik giibre

uygulamalari ile kismen azaltilmigtir.

Tuz uygulanan bitkiler, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda toplam klorofil
miktarlarinda diisiis meydana gelmistir. Bu diisiis, yapilan farkli biyolojik giibre

uygulamalari ile kismen iyilestirmistir.

Tuz uygulanan bitkiler, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda yapraktaki su
potansiyelinde diisiis meydana gelmistir. Bu diisiis yapilan farkli biyolojik giibre

uygulamalar1 kismen iyilestirmistir.

Bitkilerin osmotik basin¢ degerleri, tuz uygulamasi sonucu kontrol bitkileri ile
karsilagtirildiginda artig gozlemlenmistir. Yapilan farkli biyolojik giibre uygulamalari
neticesinde, tuzluluktan kaynaklanan osmotik basingtaki artis kismen iyilestirilmistir.
Tuz uygulanan bitkiler, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda; Na miktarinda artis
gozlenirken, N, P ve Ca miktarinda azalma goriilmektedir. Bitkilerin Na
degerlerinde, tuz uygulamasi sonucu kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda artis
gozlemlenmistir. Bitkilere yapilan farkli biyolojik giibre uygulamalari neticesinde,

tuzluluktan kaynaklanan Na miktarindaki artis kismen iyilestirilmistir.
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Tuz uygulanan bitkiler kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda N, P ve Ca
miktarlarinda diisis meydana gelmistir. Bitkilere yapilan farkli biyolojik giibre

uygulamalari ile bu diislis kismen iyilestirmistir.

5.2. Oneriler

5.2.1. Biyolojik giibrenin tuz stresindeki misir bitkisine etkileri

Tuz stresinin bitkide meydana getirdigi olumsuzluklar karsisinda, bitkiye
disaridan uygulanan biyolojik giibre uygulamalarinin bu olumsuzluklar1 kismen
iyilestirdigi belirlendi. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda tuz probleminin gorildigi
yerlerde bitkilere biyolojik giibre uygulamasmin alternatif bir uygulama oldugu

Onerilebilir.

Sera kosullarinda yapmis oldugumuz bu ¢alisma, arazi kosullarinda denenmesi

ile bu konuda yapilacak ¢aligmalara 151k tutabilir.

5.2.2. Biyolojik giibrenin azaltilmis N iizerine etkisi

Yapilan biyolojik giibre uygulamalarindaki azaltilmis N denemelerinde
biyolojik giibre uygulamasinda, N oraninda ciddi artiglar belirlenmistir. Bitkilere
uygulanacak N miktarinin azaltilarak yerine biyolojik giibre kullanilmasi alternatif

bir uygulama olarak onerilebilir.

Sera kosullarinda yapmis oldugumuz bu ¢alisma, arazi kosullarinda denenmesi

ile bu konuda yapilacak ¢aligmalara 151k tutabilir.
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