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ABSTRACT

Effects of juglone on seedling growth of cucumber (Cucumis sativus cv. Beith Alpha) with
respect to physiological and anatomical parameters were investigated. Growth parameters
(seedling elongation, fresh and dry weights) were reduced by 1 mM juglone. At the same
time, juglone decreased xylem vessel and bundle radius of stem, and number and length of
stomata of the cotyledons. But increases in thickness of the cotyledon mesophyll were found.
In addition, juglone caused to decrease in protein and chlorophyll content and catecholase and
tyrosinase activities. Growth inhibitory effect of juglone was discussed to be related to reduce
in anatomic structures such as xylem vessel and stomata rather than the chlorophyll content
and the enzyme activities.
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CIMLENME ONCESi UYGULANAN JUGLONUN HIYAR
FIiDELERINDE BUYUME iLE iLGILI FIZYOLOJIK VE
ANATOMIK PARAMETRELER UZERINE ETKILERI

OZET

Bu c¢alismada ¢imlenme 6ncesi uygulanan juglonun fizyolojik ve anatomik parametrelerle
ilgili olarak hiyar (Cucumis sativus cv. Beith Alpha)’in fide biiylimesi {izerine etkileri
arastirildi. Biiylime parametreleri (fide biiyiimesi, taze ve kuru agirlik) ImM juglon tarafindan
azaltildi. Aym zamanda juglon anatomik yapilardan govdenin trake ve demet capr ile
kotiledonlardaki stoma sayisini ve stoma uzunlugunu azaltti. Buna mukabil kotiledon
mezofilinde kalinlagmalar belirlendi. Ayrica juglon protein ve klorofil miktar ile katekolaz
ve tirozinaz enzim aktivitelerinde azalmaya sebep oldu. Juglonun biiyiime engelleyici
etkisinin klorofil miktar1 ile enzim aktivitelerinden ziyade trake ve stoma gibi anatomik
yapilardaki indirgenme ile ilgili olabilecegi tartisildi.

Anahtar Kelimeler: Fide Buytimesi, Hiyar, Juglon, Katekolaz, Tirozinaz.
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1.GiRiS

Juglon ekolojik 6neme sahip bir allelokimyasal maddedir. Ciinkii juglon ceviz agaclarnin
yaprak ve koklerinden gevreye saliverilen toksik karakterli bir madde oldugundan ceviz
agaclarinm dibinde ve yakininda bir ¢ok bitki tiirii gelisememekte hatta kurumaktadir.
Bunun yaninda bazi bitki tiirleri nadir de olsa juglondan olumlu etkilenmektedir [1,2,3].
Ceviz agaclarmin diinyada ¢ok yaygin olarak bulunmasidan ve juglonun allelopatik
Ozellige sahip olmasindan dolay1 onun ekolojik 6nemini artirmaktadir. Juglon biitiin ceviz
tirlerinde bulunmakla birlikte en ¢ok Juglans nigra ve iilkemizde en yaygim ceviz tirii
olan Juglans regia’ da bulundugu belirtilmektedir [4,5]. Hidrojuglon olarak adlandirilan
renksiz, toksik olmayan, indirgenmis form, 6zellikle yapraklarda, meyve kabuklarinda ve
ceviz koklerinde boldur. Hidrojuglon cevizden disari salgilandiginda hava ile temas ederek
oksitlenmeye maruz kaldiginda toksik formu olan juglona doniisiir [6,7]. Yapraklarin
yagmur sulartyla yikanmasiyla topraga tasmir. Bdylece, ceviz agacindan saliverilen
juglonun komsu bitkilerin kdokleri tarafindan absorbe edilmesiyle komsu bitkiler olumlu
veya olumsuz etkilenmektedir [8]. Ceviz agacindan salgilanan juglonun hem odunsu hem
de otsu bitkiler lizerine toksik oldugu rapor edilmistir [9,8].

Juglonun bitkiler {izerine allelopatik etkileri genelde toksiktir, fakat nadiren yararlidir.
Onceki calismamizda, domates, hiyar, tere ve yoncanm fide biiyiimesinin juglon ve ceviz
yaprak Oziitleri tarafindan giiglii bir sekilde engellendigi, fakat kavun fide biiylimesinin bu
uygulamayla arttig tespit edilmistir [10].

Juglonun fizyolojik etkisi tam olarak anlagilamamistir. Juglonun tohum ¢imlenmesi ve fide
biiylimesi {izerine olan etkisi hakkinda bir ka¢ caligma yapilmistir. Juglonun solunum ve
fotosentezi azaltarak bitki biiyiimesini engelledigi [11,12] ve oksidatif stresi artirmasiyla,
oksitleyici enzimlerin aktivitelerini artirdigi belirlenmistir [7].

Juglonun anatomik parametreler tizerine etkileri hakkinda ise herhangi bir caligmaya
rastlayamamistir. Bu yiizden daha once hiyar iizerinde juglonun olumsuz etkisini
belirledigimiz g¢alismamiz esas alinarak, bu kimyasalin, hiyar fidelerindeki biiyiimeyi
engelleyici etkisinin anatomik ve fizyolojik parametrelerle ilgisini arastirdik.

2.MATERYAL VE METOD

Hiyar tohumlar1 (Cucumis sativus cv. Beith Alpha) BURSA TOHUMCULUK A. S. ‘den
temin edilmistir. Tohumlar kullanilmadan &nce yiizeysel sterilizasyona tabi tutulmustur.
Bunun i¢in tohumlar % 1°lik sodyum hipokloritte 10 dakika birakildiktan sonra bes defa saf
su ile yikanip filtre kagitlar1 {izerinde oda sicakliginda kurutulmustur [13].

Bu tohumlar igerisinden dolgun, saglam goriiniislii ve benzer biiyiiklikte olan tohumlar
secilip 6nceden hazirlanmis olan 12 cm ¢apli petri kutularina diizenli bir sekilde ve yaklasik
2cm araliklarla ekilmislerdir. Petri kutular1 tohum ekiminden &nce etiivde 115 °C de
sterilize edilip tabanina 2 katl filtre kagida yerlestirilmistir. Petriler yapilacak muameleye
gore gruplandirilmustir. Petrilere ImM juglon (SIGMA) ve saf su (kontrol) ilave edilerek
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ekim yapilmistir. Ciinkii juglon ceviz alt1 topraginda bu konsantrasyonda bulunmaktadir

[8].

Her petriye 20 tohum olacak sekilde ekim yapilip petriler iklim dolabina yerlestirilmistir.
Kabinin iklim sartlar1 “14 saat 151k (20 000 liix), 24 °C sicaklik, % 70 nispi nem” ve “10
saat karanlik, 18 °C sicaklik, % 80 nispi nem” olarak ayarlanmistir [14]. Tohumlar bu
sartlarda 11 giin boyunca kok ve govde gelisene kadar c¢imlenmeye birakilmistir. Tiim
deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

2.1 Kok ve Govde Uzunluklari ile Taze ve Kuru Agirhik Tayini

Kontrol fidelerinde kok ve govdenin yeterli gelismesi 11. giinde oldugundan, 11. giin
sonunda kok ve govde birlesme yerlerinden jiletle kesilen fidelerin uzunluklari bir cetvel
yardimiyla dl¢lilmiistiir [15]. Bir petrideki kdklerin uzunluklari toplaminin tohum sayisina
bdlinmesiyle ortalama kdk uzunlugu “cm / fide” olarak hesaplanmigstir. Ortalama gdovde
uzunlugu da aym sekilde belirlenmistir. Ortalama taze agirlik, bir petrideki toplam kok
veya govde taze agirliklarinin tohum sayisma bolinmesiyle “mg / fide” olarak tespit
edilmistir. Ortalama kuru agirlik da ayni1 sekilde belirlenmistir.

2.2 Klorofil ve Karotinoid Miktar1 Tayini

Hiyar kotiledonlarindaki pigment miktar1 Arnon (1949)’a gére spektrofotometrik yontemle
belirlenmistir. Bu amagla 0,05 g kotiledon 5 ml % 80 aseton igerisinde havanda
homojenize edilip tiilbent bezinden siiziildiikten sonra masa santrifiijiinde 15 dk. siireyle
3500x g hizda santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatant % 80 aseton ile 10 ml’ ye
tamamlanmistir. Bu Ornegin spektrofotometrede 645, 663, 450 nm dalga boylarinda
absorbans degerleri okunmustur. Elde edilen degerler asagidaki denklemlerde yerine
konarak klorofil ve karotinoid miktarlari 6nce “mg / 1” cinsinden daha sonra “mg / g taze
kotiledon” cinsinden hesaplanmustir.

Klorofil a (mg/ 1): 12,7X A663 — 2,69X A 645
Klorofil b (mg/ )= 22,9x Agss— 4,68X A 463
Karotinoid (mg/1)= 4,07x A4s0—(0,0435 x klorofil a mg/1 +0,367 x klorofil b mg/I)

2.3 Oziit Hazirlanmasi

Biiytitiilen hryar fidelerinin kotiledonlar1 jilet yardimi ile gévdeden ayrilmis ve daha sonra
ayrilan kotiledonlarin taze agirlig1 hassas terazide tartilip kaydedilmistir. Bundan sonra bir
miktar kotiledon dokusu agirliginin 10 kati hacimde fosfat tamponunda (0,1M; pH=6,5)
sogutulmus havan igerisinde ezilerek homojenize edilmistir. Elde edilen 6ziit buzdolabinda
sogutulan bir beher igerisine tiilbent bezinden siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii yine
buzdolabinda sogutulan santrifiij tiiplerine aktarilarak 3500x g hizda 10 dakika santrifiyj
edilmistir. Santrifiij islemi sonunda elde edilen sivi kisim (slipernatant) buzdolabina
konmus ve daha sonra protein miktar1 ve polifenol oksidaz (PFO) enzim aktiviteleri
Ol¢timleri igin kullanilmustir.
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2.4 Protein Miktar1 Tayini

Yukaridaki sekilde hazirlanan oziitlerdeki ¢6ziinebilir protein miktari, spektrofotometrik
olarak coomassie yontemiyle tayin edilmistir [17]. Bitki kotiledonlarindan elde edilen ve
buzdolabina konan  o&ziitten 0,Iml almarak benzer sekilde coomassie reaktifi ile
karistirildiktan sonra 595 nm’de absorbansi Olgiiliip, standart grafik iizerinden protein
miktarlar1 6nce protein “pg / 0,1 ml 6ziit” olarak sonra protein “mg / g taze kotiledon*
olarak belirlenmistir.

2.5 Katekol Oksidaz Aktivitesi

10 mM’lik katekol ¢ozeltisinden 1,5 ml almip deney tiipii icerisine konuldu. Uzerine
hazirladigimiz ve buzdolabinda bekleterek soguttugumuz enzim dziitiinden 0,2 ml ve fosfat
tamponundan 2 ml ilave edildi. Bu karisim 37 °C ye ayarladigimiz su banyosu (benmari)
icerisinde 2 dakika bekletildi. 2. dakikanin sonunda spektrofotometrede 430 nm de
absorbans degeri Olciildii ve katekolaz aktivitesi “ Ay3¢ / g kotiledon” olarak belirlendi
[18].

2.6 Tirozinaz AKktivitesi

10 mM’lik tirozin ¢ozeltisinden 1,5 ml alinip deney tiipii igerisine konuldu. Uzerine enzim
oziitiinden 0,4 ml ve fosfat tamponundan 2 ml ilave edildi ve 37 °C de beklettigimiz su
banyosunda 2 saat bekletildi. 2 saat sonunda absorbans degeri 430 nm de 6l¢iildii. Tirozinaz
aktivitesi “Ay3o/ g kotiledon” olarak ifade edildi [18].

2.8 Anatomik Kesitler

Iklim dolabinda biiyiitiilen hiyar fidelerinin bir kismi anatomik kesitler almak amaciyla
renkli siselerde %70’lik alkole alindi. Daha sonra stoma boyu, stoma sayisi, mezofil
kalinlig1, palizat kalinlig1, trake ¢ap1 ve demet ¢ap1 Slgiimleri icin kesitler alindi. Kesitler
gliserin- jelatin ortaminda sabit preperat haline getirildi ve Zeiss marka arastirma
mikroskobunda incelenerek gerekli 6l¢timler yapildi.

3.SONUC VE TARTISMA

Bu caligmada juglonun hiyar fide biiylimesi iizerine etki sekli fizyolojik ve anatomik
parametreleriyle kiyaslanarak incelendi. Fide uzamasi, taze ve kuru agirliklar gibi tiim
biiyiime parametreleri juglon ile énemli bir sekilde azaldi. Ozellikle taze ve kuru agirliklar
daha olumsuz etkilendi (Tablo 1).

Diger taraftan ¢aligmamizda juglon hem klorofil-a ve hem de klorofil-b miktarini azaltirken
karotinoid miktarini artirmistir. Hiyarda juglonun klorofil miktarini azalttigi 6nceden
belirlenmistir [19]. Ancak karotinoid miktar1 tizerinde juglonun etkisi ile ilgili bir calismaya
rastlanilmamigtir. Bununla beraber genelde fizyolojik olarak klorofilin azalmasi durumunda
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karotinoid miktarinin artis gosterdigi bilinmektedir [20]. Bir raporda, juglonun Lemna
minor’daki klorofil miktarini ve fotosentezi azaltarak bilyiimeyi engelledigi bulunmustur.
Fakat bu engellemenin klorofil kaybindan ziyade kloroplastin fotosentetik elektron
transportundaki engelleme ile ilgili oldugu belirtilmistir [11]. Calismamizda, klorofil
miktarinin juglon tarafindan 6énemli bir sekilde azaltilmasia ragmen bu etkinin juglonun
biiyiimeyi engelleyici etkisiyle baglantili olamayacagi soylenebilir. Ciinkii juglonun ayni
zamanda karanlikta hryar fide biiylimesini inhibe ettigi tespit edilmistir [10]. Eger juglonun
biiyiime engelleyici etkisi klorofil miktar ile dogrudan ilgili olsaydi karanlikta biiyiitiilen
fidelerde biiyiimeyi engellememesi gerekirdi. Ciinkii karanlikta klorofil olusumu s6z
konusu degildir. Protein miktar1 da juglon tarafindan olumsuz yonde etkilenmistir (Tablo
1). Genelde biiylime ile protein sentezi arasinda dogru bir ilgi vardir [21]. Ayrica bitki
biiytimesinde hormonlarin diizenleyici etkisi oldugu bilinmektedir. Juglonun biiyiimeyi
tesvik edici hormonlarin sentezini engelleyip ABA gibi engelleyici hormonlarin sentezini
tesvik etmek suretiyle hiyarda biiylimeyi engellemis olmasi da muhtemeldir

Katekolaz ve tirozinaz enzimleri juglon uygulamasinda kontrole gore diisiik aktivite
gostermislerdir (Tablo 1). Bu enzimler genellikle stres sartlarinda yiiksek aktivite gosteren

enzimlerdir [22]. Burada diisiik aktivite gostermeleri juglonun hiyarda ¢imlenme oncesi
uygulandiginda, enzimleri aktive edecek diizeyde onemli bir strese sebep olmadigini
diisiindiirmektedir.

Kontrol fidelerinin kotiledonlarindaki palizat tabakasi iki iken, juglonla muamele edilmis
olan fidelerin kotiledonlarindaki palizat tabakasi ti¢ siralidir. Yine, juglon muamelesindeki
kotiledonlarin mezofil dokusu kontrolden ¢ok daha kalindir. Bu degisim juglonun sebep
oldugu allelokimyasal strese bir tepki olarak ortaya ¢ikmis olabilir. Ciinkii stres sartlarinda
yapraklarin kalinlagtig1 belirtilmistir [22]. Juglon’un bir ¢ok bitkide allelokimyasal strese
sebep oldugu da bilinmektedir [7]. Bununla beraber bir stresin bitkide hangi fizyolojik
olaylar etkileyecegi stresin derecesine ve bitki tiiriine gore farklilik gosterir [22]. Nitekim
bu calisgmada juglon uygulanan fidelerde enzim aktiviteleri diigiik kalirken kotiledon
kalinlig1 artmustir.

Bununla beraber, anatomik parametrelerden govde trake ¢api, demet ¢ap1 ve kotiledonlarin
stoma boyu ve stoma sayilarinin fide biiylimesiyle paralellik gosterdigi tespit edildi (Tablo
1). Soyle ki, juglon etkisiyle fide biiyiimesinin olumsuz etkilenmesi anatomik parametreleri
de ayni sekilde olumsuz etkilemistir. Juglon, ksilem borularini daraltarak fidenin daha az su
almasina sebep olabilir. Bu da biiyiimeyi olumsuz etkiler. Diger taraftan, juglon etkisiyle
stoma boyu ve stoma sayisinin azalmasi da biliyiimede azalmaya sebep olabilir. Ciinkii
stomalar fotosentez igin gerekli CO,’ in giris kapilaridir. Bundaki azalma fotosentezi ve
dolayisiyla bitki biiylimesini olumsuz etkileyecektir. Zira bitkilerin anatomik yapilari ile
fizyolojileri arasinda siki bir ilgi vardir [23].
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Tablo 1. Juglonun hryar fidelerinin biiytimesi ile bazi fizyolojik ve

anatomik parametreler {izerine etkileri.

Blylme parametreleri
Fide uzamasi (cm)
Fide taze agirlik (mg)
Fide kuru agirlik (mg)

Pigment ve protein miktari
Klorofila (mg/g kotiledon)
Klorofilb  (mg/g kotiledon)
Karotinoid (mg/g kotiledon)
Protein (mg/g kotiledon)
Enzim aktivesi

Katekolaz (A430 /g kotiledon)
Tirozinaz (A430 /g kotiledon)

Anatomik parametreler

Govde trake cap1 (um)

Govde demet cap1 (um)
Kotiledon stoma uzunlugu (pm)
Kotiledon stoma sayist / m?
Kotiledon mezofil kalinlig1 (um)

Kotiledon palizat kalinlig: (hiicre sirasi)

Kontrol

(Saf su)

16,1+ 0,15
414,0+ 17,27
13,7+ 0.25

0,86+ 0,011
0,81+ 0,015
0,18+ 0,012
13,7+ 0,090

7,45+ 0,12
1,85+ 0,16

34,0+ 1,45
320,9+ 14,40
17,2+ 1,07
691+ 9,85
420,24+ 18,23
24+ 0,00

Juglon

10,5*%+ 0,15
150,0*+ 15,27
4,1*+ 0,26

0,74+ 0,005
0,63*+ 0,020
0,48+ 0,021

11,04 0,450

5,65£0,13
0,45+ 0,12

16,8+ 1,11
291 4+ 7,45
15,6+ 2,06
448+ 324
4432+ 5,47
3+ 0,00

* ¢ (P < 0,05)+ SD
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