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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SILIKONUN KURAKLIK VE TUZ STRESI ALTINDAKIi YERFISTIGINDA
(Arachis hypogaea L.) CESITLI ANTIOKSIDATIF SiISTEM BILESENLERI
VE GEN AKTIVITELERI UZERINE ETKIiSi

Hande Nur KURU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY

Bu calismada, kuraklik ve tuz stresleri ile bu stresler altinda silisyum uygulamasinin,
zengin bir protein ve yag kaynagi olan yerfistiginin anatomik ozellikleri,
antioksidatif sistem bilesenleri ve iki farkl gen ifadesine etkisi karsilastirmali olarak
incelenmistir. Elde edilen veriler 1s18inda, literatiirde ¢ok kisithi bilgi bulunan tuz ve
kuraklik stresinin yerfistig1 dokularindaki etkisinin incelenen parametreler dahilinde
aydmlatilmas1 ve stres toleransi icin yerfistig1 1slahinda kullanim potansiyeli
olabilecek c¢esitli molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi bu ¢alismanin hedefleri
arasindadir. Ayrica silisyumun kuraklik ve tuz stresine etki mekanizmalarmin bir
derece daha aydinlatilmasi ve bu elementin, abiyotik stresle miicadele i¢in tarimdaki
potansiyel kullaniminin degerlendirilmesi de ¢calismanin bir diger hedefidir.

Bu hedeflerle, kuraklik ve tuz stresleri altinda degisen govde/kok uzunlugu, kuru/yas
agirhik ve bagil su igerigi, prolin, malondialdehit, hidrojen peroksit ve klorofil
miktarlary, iyon sizintisi ve SOD enzim aktiviteleri gibi antioksidan sistem
gostergeleri ile LEA7-1 ve rezveratrol sentaz (STS) gen aktiviteleri, silisyum
varliginda kontrol bitkilerle karsilagtirmali olarak kok ve govde dokularinda
incelenmistir.

Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte uygulanan streslerin yerfistig1
anatomisi lizerinde olumsuz etkileri gozlenmis, kuraklik stresinin yas agirlik
iizerindeki etkileri tuz stresine kiyasla daha belirgin bulunmus, her iki stresin de
gévde uzunlugu ve su tutma kapasitesi lizerindeki etkileri benzer siddette olmustur.
Silisyum uygulamasi normal sartlar altinda gergeklestirildiginde incelenen tiim
anatomik parametreler iizerinde olumlu etkiler gostermis, her iki stres uygulamasi
altinda da genellikle doku kuru ve yas agirliklar1 ile uzunluklarmin artmasina neden
olmustur. Stres altindaki dokularda su tutma kapasitesi de silisyum varliginda
belirgin bicimde artmustir.

Tuz stresi olumsuz etkisini incelenen parametrelerden 0Ozellikle malondialdehit
(MDA) ve hidrojen peroksit (H20,) miktarlar1 ile kok dokularinda siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivitesini artirarak gostermistir. Tuz stresi altinda
rezveratrol sentezi yolundaki en Onemli enzimlerden birini kodlayan rezveratrol
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sentaz (STS) gen ifadesi her iki dokuda da azalmis, LEA7-1 gen ifadesi ise kokte
belirgin bir diisiis gosterirken govdede artmustir.

Kurakligin dokulardaki olumsuz etkileri ise ¢arpict bigimde gévde MDA, H,0; ve
prolin seviyeleri ile SOD enzim aktivitesi iizerinde gozlenmis, kok dokularinin
govdeye kiyasla daha az stres belirtisi gosterdigi de belirlenmistir. Kuraklik stresi
STS gen ifadesini belirgin bigimde arttirmazken, hem gévde hem de kdk dokularinda
LEA7-1 aktivitesi belirgin artiglar gostermis, bu genin yerfistig1 kuraklik stres
toleransinda O6nemli islevleri oldugu ve yerfistig1 abiyotik stres toleranst igin
molekiiler 1slah calismalarinda kullanim potansiyeli olabilecek bir gen oldugu
belirlenmistir.

Elde edilen veriler silisyumun yerfistiginda, anatomik 6zellikler, MDA ve prolin
seviyeleri ile SOD enzim ve LEA gen aktiviteleri gibi ¢esitli parametreler dahilinde,
ancak belirli stres uygulamalarinda ve belirli dokularda hafifletici etkisi oldugunu
gostermig, bununla beraber gerceklestirilen bircok uygulama altinda siliSyumun
toksik etkilerine de rastlanmistir. Yapilan ¢calismalar, uygulama siiresi ve miktarinin
detayli bicimde optimize edilmedigi siirece tarimsal siliSyum uygulamalarinin bitki
stres direncine olumsuz etkiler de yapabilece§ini ortaya koymustur. Bu nedenle
yerfistig1 yetistiriciliginde toprak silisyum miktarmin artirilmasi pratikte kullanigli
bulunmamastir.

Anahtar Kelimeler: Yerfistigi, antioksidatif sistem, kuraklik stresi, tuz stresi, LEA,
resveratrol sentaz, silisyum.

2014, 66 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EFFECT OF SILICON ON VARIOUS ANTIOXIDATIVE SYSTEM
COMPONENTS AND GENE ACTIVITIES OF PEANUT (Arachis hypogaea
L.) UNDER DROUGT AND SALT STRESS

Hande Nur KURU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assistant. Prof. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY

In this study, particular antioxidative system components and the expression levels
for the two genes under drought and salt stress and potential effects of silicon on the
defense system of treated peanut plants, which are rich sources of protein and lipids,
were investigated by comparing the interactions of the analyzed components. One of
the objectives of the study is the investigation of the effects of salt and drought
stresses on peanut tissues, on which very limited information exists in the literature
and investigation of molecular mechanisms taking part in abiotic stress tolerance,
which also have a potential to be used in peanut breeding. Another objective of the
study is to understand the mechanisms taking part in drougt and salt stress tolerance
of plants with silicon application and help evaluation of the potential use of this
element in agricultural production.

With these objectives, some antioxidative system indicators including, shoot/root
lenghts, dry/wet weights, relative water content, prolin, malonedialdehyde, hydrogen
peroxide and chlorophyll contents, ion leakage and SOD enzyme activity were
determined and the expression of the genes coding LEA7-1 and resveratrol synthase
(STS) enzymes was analysed comparatively in both root and shoot tissues under
drought and salt stress in the presence of silicon.

Although statisticially insignificant, applied stresses negatively affected peanut
anatomical features, effects of drought stress appeared to be more prominent when
compared to salt stress and the levels of both stresses on shoot lenght and water
retention capacity occured at similar intensities. When applied under normal
conditions, silicon positively affected all investigated parameters and under both
stress applications, presence of silicon usually increased tissue wet/dry weights and
lenghts. Water retention capacity in stressed tissues also increased prominently under
silicon application.

Salt stress showed its negative effects mainly by increasing tissue malonedialdehyde
(MDA) and hydrogen peroxide (H,O,) levels and also by increasing superoxide
dismutase enzyme activity (SOD). Under salt stress, one of the most important
enzymes in the resveratrol synthesis pathway namely resveratrol synthase (STS)
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gene expression decreased in both tissues, while LEA7-1 gene expression decreased
in root tissues and increased in shoots.

Negative efects of drought stress were observed significantly in shoot tissues in
terms of MDA, H;0,, prolin levels and SOD enzyme activities and it was also
determined that root tissues exhibit less stress symptoms. Drought stress did not
cause any important enhancement in STS gene expression, while LEA7-1 activities
showed prominent increase in both shoot and root tissues. Therefore, the gene was
determined to have the potential to be used in molecular breeding of peanut for
abiotic stress tolerance.

Obtained data showed that silicon application in peanut has some roles in stress
alleviation, only in terms of specific parameters including MDA and prolin levels in
addition to SOD enzyme and LEA gene activities and only under limited stress
applications and in specific tissues. While under various applications toxic effects of
silicon were also observed. Conducted studies showed that silicon application may
have negative effects on plant stress tolerance unless application durations and
amounts were strictly optimized. Therefore, increasing the soil silicon levels for
peanut cultivation was not found useful in practice.

Key Words: Peanut, antioxidative system, drought stres, salt stress, LEA, resveratrol
synthase, silicon.

2014, 66 pages
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4CL 4-koumorat:CoA ligaz



1. GIRIS

Yerfistig1, baklagiller familyasindan olup, tek yillik, yazlik, yagl tohumlu bir kiiltiir
bitkisidir. Gerek insan gidasi ve hayvan yemi olarak gerekse topragi azot yoniinden
zenginlestirmesi bakimindan ¢ok dnemli bir yag bitkisidir (Carrie vd., 1978). Linne
tarafindan kabugunun {izerindeki iglemlerden dolay:r arachis, toprak altinda
yetismesinden dolay: da hypogaea adini almistir (Gencer, 1987; ilisulu, 1973).
Yerfistig1 bir baklagil bitkisi olmas: nedeniyle, diger baklagillerde oldugu gibi,
havanin serbest azotunu topraga baglar ve kendisinden sonra ekilecek bitkiye azot ve
organik maddece zengin bir toprak birakir. Yapilan arastirmalar, bir yetisme
doneminde yerfistig1 bitkisinin, Rhizobium bakterileri sayesinde topraga havanin
serbest azotundan, 4.5-15.0 kg/da azot (NHs) fikse ettigini gostermistir. Yerfistigi bir
capa bitkisi olmasi nedeni ile de, yetisme siiresi boyunca toprak ¢apalandigi igin,
yabanc otlar temizlenmekte ve toprak havalanmaktadir. Bu nedenle de, iyi bir ekim
nobeti bitkisi oldugu bildirilmektedir (Arioglu, 2003).

Bitkisel iiretimde stres; bitkinin yasadigi ortamda bir veya birden fazla etkenin,
biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyerek, verim diistikliigii ile sonuglanan bir
dizi gerilemedir. (Kusvuran vd., 2008). Bitkilerin normal gelisme seyrini ve
fizyolojik olaylarmni etkileyen, yavaslatan veya durduran tiim ¢evre etmenleri de stres
faktorleri (stresor) olarak adlandirilmaktadirlar. Stres faktorleri, cansiz c¢evre
etmenlerinin bitkide yapmis oldugu stres “abiyotik stres faktorleri” ve canli ¢evre
etmenlerinin bitkide yapmis oldugu stres “biyotik stres faktorleri” olarak

smiflandirilmaktadir (Uzunlu, 2006).

Bitkilerin stres faktorlerinin etkisi altinda olduklarini anlamak her zaman miimkiin
olamamaktadir. Strese dayaniklilik mekanizmas1 bitkilerde iki sekilde etkili
olmaktadir. Bitkiler ya sahip olduklar1 veya gelistirdikleri 6nleyici mekanizmalarla
stres etmenlerinin etkinligini Onlerler ya da tolerans mekanizmasiyla stres
etmenlerine karsi koyarak yasantilarini siirdiiriirler. Bitkilerin maruz kaldig stres
tipleri; fiziksel, kimyasal ve biyolojik stres olmak {izere 3’¢ ayrilir. Biyotik ( patojen,
diger organizmalarla rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon,
kimyasal maddeler, yliksek sicaklik veya don vb.) stresler ekonomik énemi olan tiim

bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Kuraklik,
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yiiksek sicaklik, tuzluluk, metal, pestisit ve toprak pH’s1 gibi stres faktorleri
bitkilerdeki tiim metabolizmayi, {iriin verimini, bliylimeyi ve gelismeyi olumsuz
etkileyebilmekte ve hatta bitkiye oldiiriicii zararlar da verebilmektedir. Bitkiler bu
durumda hayatta kalmay1 saglamak icin ¢esitli stratejilerle tepkiler olusturmaktadir
(Ozcan vd., 2001; Sankar vd., 2007). Tiim bitki seviyelerinde stresin etkisinin
genellikle reaktif oksijen liretimi, biiyime ve fotosentezdeki azalma arasinda bir
iligkinin oldugu gosterilmistir. Stres faktorleri nedeniyle hiicrede meydana gelen
oksidatif stres; Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) (stiperoksit radikalleri (O;),
hidrojenperoksit (H,O;), singlent oksijen ve hidroksil radikalleri (OH-) gibi)
olugsmasima neden olmaktadir. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin sebep oldugu
ROS’lar, lipid peroksidasyonu ve membran zararlanmalarinda 6nemli bir role
sahiptir. Bitkilerde ROS’larin temizlenmesinde antioksidan maddeler ve enzimler
(stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST)) gorev
yapmaktadirlar (Raza vd., 2006; Morsy vd., 2007; Gong vd, 2005).

Basta kuraklik olmak tizere, soguk ve sicak stresi, topraktaki tuzluluk gibi abiyotik
stresler diinya genelinde tarim bitkilerinde en ¢ok {iiriin kaybmna yol agan stres
etmenleridir. Yerfistig1 (Arachis hypogaea L.) kurak ve yar1 kurak iklimlerde yaz
aylarinda yetistiriciligi yapilan bir baklagil bitkisi oldugundan kuraklik stresine
maruz kalabilmekte ve 6zellikle kurak iklim kusagindaki topraklarda yaygin olarak
gozlenen tuz stresi ile birlestiginde Triiniin biiyilk Ol¢iide kaybma neden
olabilmektedir. Bitkilerin maruz kaldig1 kuraklik, tuzluluk, yiiksek sicaklik veya don,
kimyasal kirlilik gibi bir¢ok abiyotik stres faktorii {iriin miktarini, biiylime ve
gelismeyi biiyiikk Olclide azaltmaktadir. Bu stresler hiicrede osmotik ve iyonik
dengenin bozulmasina, yapisal ve islevsel proteinlerde ve hiicre zarmda hasara,
dolayisiyla hiicre zar1 akigkanliginda degisiklige yol agabilir. Sonug olarak, hiicrede
olusan bu etkiler basglangic stres sinyalleri olarak da ifade edilir. Baslangi¢ stres
sinyalleri; hiicrede bozulan dengenin geri kazanilmasi, hiicre zarinda meydana gelen
hasarlarin onarilmasi1 ve proteinlerin korunmasmda islevsel olan stres yanit
mekanizmalarmi aktive eden sinyal siirecini ve transkripsiyonun kontroliinii uyarir

(Mahajan ve Tujeta, 2005).



Bir hastaliga tedavi gelistirmek i¢in Oncelikle hastalia yol agan mekanizmalarin
anlagilmasi gerektigi gibi, 6nemli tarim bitkilerinde abiyotik streslere direngli ¢esitler
gelistirmek de bitkilerin ne tiir mekanizmalarla bu streslere tepki verdiklerini

anlamaya dayalidir.

Ge¢ embriyogenez proteinleri (LEA) ilk kez pamuk ve bugdayda karakterize
edilmistir (Cuming, 1999). Tohum gelisimi sirasinda hiicresel proteinlerin % 4’e
kadar olan kismini olusturabilir (Roberts vd., 1993) ve ¢imlenmeyi takiben ortadan
kalkarlar (Galau vd., 1986). Tohum gelisiminin kurumadan 6nceki ge¢ evrelerinde,
bitki embriyolarinda birikirler (Soulages vd., 2002). Bircok LEA proteini sitozol ve
¢ekirdek 6zsuyunda (Houde vd., 1995), Kkloroplastta (Ndong vd., 2002), protein
govdelerinde ve amiloplastlarda (Rinne vd., 1999) ve vakuollerde (Heyen vd., 2002)
yerlesmektedir. Farkli LEA protein gruplari, su kaybini en aza indirmek iizere suyun
baglanmasindan, protein ve membranlarin kararliliginin devamliliginin saglanmasi,
kademeli iyon gegisinin korunmasi ve aktif oksijen tiirlerinin yok edilmesine (Close,
1997) kadar bir¢ok fonksiyona sahiptirler.

Resveratrol (RES), travmatik zedelenmede, UV 1s1gma maruz kaldiginda ya da
fungal enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak bazi bitkiler tarafindan
sentezlenen non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler
patojenik mikroorganizmalara kars: bitkiler tarafindan korunma amagli sentezlenen
kimyasal maddelerdir ve bitkisel antibiyotikler olarak da isimledirilmektedir. RES,
stilben fitoaleksinlerin en aktif bilesigidir. Cis ve trans stereoizomerleri seklinde
bulunur. Bitkilerde daha c¢ok trans izomerinin bulunmasi nedeniyle biitiin
arastrmalar genel olarak trans izomeri iizerinden yapilmistir (Fremont, 2000;

Gerogiannaki-Christopoulou, 2006).

Silisyum, bitkilerde stres toleransinda Onemli islevleri oldugu belirlenmis bir
elementtir. Silisyum, yer kabugunda en bol bulunan elementler arasinda ikinci sirada
yer almakla birlikte, bitki gelisimi i¢in gerekli elementler arasinda siralanamaz ve
bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besin ortamlarina dahil edilmez. Bunun nedeni
optimum kosullarda bitkilerin gelisim igin bu elemente ihtiyag duymamasidir
(Epstein, 1999). Ancak biyotik ve abiyotik streslerin varliginda silisyumun yasamsal

gorevleri oldugu son yillarda gerceklestirilen caligmalarla belirlenmis, ¢esitli
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bitkilerde soguk ve tuz stresi ile patojen miicadelesinde 6nemli koruyucu roller
oynadig1 gozlenmistir. Kontrollii sartlarda, kiiltiir ortaminda gelistirilen bitkilerde
gerekli bir element olmasa da, dogal iklim kosullarinda ¢ok ¢esitli streslere maruz
kalan bitkilerde silisyum uygulamalarinin {iriin verimini arttirict potansiyel

etkilerinin olmasi olas1 goziikmektedir.

Bu calisma kapsaminda yerfistiginin kuraklik ve tuz stresi altinda degisen gévde/kok
uzunlugu, kuru/yas agirlik ve bagil su igerigi, prolin, malondialdehit, hidrojen
peroksit icerikleri ve klorofil miktarlari, iyon sizmtis1 ve SOD enzim aktiviteleri,
dokularda silisyum birikimi gibi antioksidan sistem gostergeleri ile ¢esitli bitkilerin
stres toleransinda Onemli rolleri oldugu bilinen LEA ve resveratrol sentaz gen
ifadeleri, kuraklik ve tuz stresleri altinda, bitki stres metabolizmasindaki bilesenlerle
cesitli sekillerde etkilestikleri bilinen ve bitkilerde stres toleransini destekleyen
silisyum uygulamas1 kok ve govde dokularinda incelenmistir. Boylece kuraklik ve
tuz stresleri altindaki yerfistiginin  verdigi fizyolojik ve genetik tepkiler
karsilastirmali olarak degerledirilmis, potansiyel tolerans mekanizmalar1 tespit
edilmis, ayrica silisyumun, prolin ve SOD metabolik yollariyla etkilesim bigimleri ve
gen ifadelerini diizenlemede ne tiir bir rol oynadiklar1 incelenmis olup, potansiyel

tarimsal uygulamalar degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Yerfistig1 (Arachis hypogeae L.)

Arachis hypogaea L. sistematik olarak ele alindiginda; Rosales takimi, Leguminosae

familyasi, Papilionaceae alt familyasi ve Arachis cinsine aittir. Yerfistigmin alttiir ve

varyeteleri Sekil 2.1.’de verilmistir.

Arachis hypogaea L.

l l

ssp.hypogaea ssp.fastigiata

! ! ! }

var.hypogaea var.hirsuta var.fastigiata var.vulgaris

Sekil 2.1. Arachis hypogaea L.’ nin sistematik olarak simiflandirilmasi

Diinyada ekilis alan1 40 derece kuzey ve 40 derece giiney enlemleri arasindaki tropik
ve subtropik sicak iklim bolgelerinde yer almaktadir. Gliney Amerika kokenli olan
bu bitki, ilk olarak Amerika'nin kesfinden sonra Portekizliler tarafindan 16. yiizyilda
gemilerle 6nce Avrupa’ya getirilmis, buradan Afrika ve Asya kitalarina yayilmis ve
daha sonra da Pasifik adalarina gotiiriilmiistiir. Peru’da 3750-3900 yil 6ncesine ait
yerfistigi ile ilgili arkeolojik kayitlara rastlanilmistir (Kadiroglu, 2013). Yerfistigi,
iklim ve toprak yoniinden oldukca se¢icidir. Tiirkiye’de Akdeniz ikliminin etkisinde
kalan bolgelerde hafif biinyeli tarim topraklarinda sulanarak yetistirilmektedir.
Yerfistig1, drenaji ve havalanmasi iyi, tnli kum veya kumlu tin biinyede, organik
maddesi orta diizeyde kire¢ce zengin, pH'si 6.0-6.4 arasinda olan topraklarda ¢ok iyi
yetismektedir (Carrie vd., 1978).

Yerfistigi tohumlary; igerdigi yag, protein, karbonhidrat, vitamin ve madensel

maddeler ile insanlar ve hayvanlar icin degerli bir besin kaynagi olmaktadir.



Yerfistig1 tohumlari, ¢esitlerine gore degismekle beraber, % 44-56 oraninda yag
icermektedir. Yerfistig1 yagi; tat ve dayaniklilik o&zellikleri bakimindan birgok
bitkisel yagdan, daha istiindiir. Yerfistiginin yagi ¢ikarildiktan sonra geriye kalan
kiispe, ¢ok degerli bir yem katki maddesidir. Yerfistig1 kiispesinde; yaklasik % 45
ham protein, % 24 azotsuz 6z maddeler ve % 5.5 madensel maddeler bulunmaktadir.
Yerfistigi, tohumlarinda yaklasik % 18 oraninda karbonhidrat ile bol miktarda K, Ca,
Mg, P ve S gibi madensel maddeler igermektedir. Ayrica, yerfistigi; A, B ve E
vitaminlerince de olduk¢a zengin bir baklagil bitkisidir (Ari0glu, 2003).

2.2. Bitkilerde Oksidatif Stres

Bitkiler gelisimlerini siirdiirdiikleri siire boyunca ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere
maruz kalirlar. Yaygin olarak yetistiriciligi yapilan tarim bitkilerinin, maruz
kaldiklar1 ¢esitli stresler nedeniyle genetik kapasitelerinin yalnizca % 20’si kadar
{iriin verebildikleri bilinmektedir (Boyer, 1982). Uriin verimi diisiikliigiiniin sebepleri
arasinda hastaliklar, bocekler ve yabanci otlar gibi biyotik faktorler de olmakla
birlikte en 6nemli iirlin kayiplar1 kuraklik ve soguk gibi ideal olmayan sicakliklardan

kaynaklanir (Mahajan ve Tuteja, 2005).

Bitkiler, askorbat, indirgenmis glutatiyon (GSH) ve prolin gibi enzimatik olmayan ve
stiperoksit dismiitaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), peroksidaz
(POX) ile glutatiyon rediiktaz (GR) gibi gesitli enzimlerden olusan ve stres kosullari
altinda aktif oksijenle miicadelede kullanilan sistemler gelistirmiglerdir. Bitkilerde
ozmotik strese karsi en 1yi karakterize edilmis biyokimyasal tepkilerden birisi,
organik ozmolitlerden prolin ve betainlerin birikmesidir (McCue ve Hanson, 1990).
Prolin, serbest radikallerle uzun siireli baglar kurarak bu molekiillerin zararh
etkilerini biiyiik Ol¢lide azaltir (Floyd ve Zs-Nagy, 1984). Ayrica zarlar1 stabilize
eder ve protein yapisinin diisiik yaprak su potansiyelinde bile korunmasmi saglar

(Reddy vd., 2004).

Sitoplazma ve ¢ok cesitli organellerde bulunan ve enzimatik savunma sisteminin
onemli pargalarindan olan Siiperoksit dismiitaz (SOD), yiiksek derecede reaktif olan
aktif oksijen tiirlerinden stiperoksit anyon radikallerini (O,") Kkatalizleyerek

organizmalara oksijen varhiginda hayatta kalma imkani veren bir enzimdir. Bu
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reaksiyon oksijen metabolize eden tiim organizmalarda ve bazi anaerobik canlilarda
gerceklesir ve sonucunda molekiiler oksijen (O2) ve hidrojen peroksit (H,0,) agiga
cikar (Oztiirk, 1999; Ushimaru vd., 1995). Katalaz H,O,’yi H,O ve Oy’ye
doniistiirerek ortadan kaldirir. Indirgen olarak NADPH varhigma bagimli olan
APX’den farkli olarak katalaz enzimi indirgene ihtiyag duymaz (Mallick ve Mohn,
2000). Sitoplazmada, kofullarda ve hiicrelerarasi boslukta bulunan peroksidazlar, ¢ok
cesitli substratlarin oksidasyonuyla H;O,’yi ortadan kaldirir. Bitkilerde, sitoplazma
ve cesitli organellerde bulunan bir ka¢ farkli APX izozimi, elektron vericisi olarak
askorbati kullanarak H,0;’yi H,O’ya doniistiiriir (Madhusudhan vd., 2003). APX’ce
katalize edilen H,O, parcalanma reaksiyonu sonucunda, askorbat oksitlenerek
monodehidro askorbata doniistiigiinden askorbatin rejenerasyonu i¢in bir sistem
gereklidir. Bitki hiicrelerinde, AsA ve GSH ile monodehidroaskorbat rediiktaz,
dehidroaskorbat rediiktaz ve GR gibi belirli enzimleri iceren bir rejenerasyon
dongiisii bulunur ve bu dongii askorbat-glutatiyon dongiisii veya Halliwell-Asada
dongiisii olarak adlandirilir (Foyer ve Halliwell, 1976). Bu dongiliniin bir parcgasi
olarak okside glutatiyonun GSH’a indirgenmesi, NADPH bagimli bir reaksiyonla
GR tarafindan gergeklestirilir (Noctor ve Foyer, 1998).

Tewari vd. (1991) tarafindan mercimekte yapilan bir ¢alismada, topraktaki Na
oraninin, nitrat rediiktaz ve nitrit rediiktaz aktivitesi, serbest prolin, DNA, RNA,
klorofil a ve b miktar1 ile verim komponentlerine etkisini arastirdiklar1 tekrarli saks1
denemelerinde, ¢imlenmenin %30 degisebilir Na diizeyine kadar gergeklestigini,
ancak bitkilerin %25 degisebilir Na diizeyine kadar yasayabildigini bildirmektedirler.
Ayrica, degisebilir Na oranina bagh olarak klorofil a ve b miktari, nitrat ve nitrit
rediiktaz aktiviteleri, DNA ve RNA miktarinin azaldig1 goriilmiistiir. Degisebilir Na
yiizdesi, ¢cimlenmeden altmisinci giine kadar prolin miktarmi artrmis, daha sonra bu
degerin diistiigii goriilmiistiir. Verim komponentlerinden bitkideki 100 tane baklanin

agirli1 ve tane verimi artan degisebilir Na yiizdesine bagli olarak diisiis gdstermistir.

Su stresine maruz birakilan Hibiscus cannabinus bitkisinde yapilan bir ¢aligmada, su
stresinin govde ¢ap biiylimesi, yaprak gelisimi, dallanma, ¢i¢ceklenme ve madde
birikimini geciktirdigi ve yaprak yuvarlanmasi ve stoma kapanmasinin kuraklik
stresinden korunmak igin bir sakinma metabolizmasi oldugu ortaya koyulmustur
(Ogbonnaye vd., 1998).



Sairam vd. (1998), su stresinde bugday ¢esitlerinde antioksidan sistemlerinin roliinii
aragtirmiglardir.  Kuraklik  stresi  bitkilerde, H;O, birikimini ve lipid
peroksidasyonunu artrmis ve askorbik asit konsantrasyonunu azaltmistir.
Antioksidan enzimler (SOD, APX ve CAT) su stresinde onemli oranda artig
gostermistir. Kurakliga dayanikli olan C306 ¢esidinin, kurakliga hassas olan ¢esitlere
gore askorbat peroksidaz, katalaz aktivitesi ve askorbik asit igerigi yiiksek, H,O;

konsantrasyonu ve lipid peroksidasyonunun diisiik oldugunu belirlemislerdir.

Boutraa ve Sanders (2001), sera kosullarinda iki fasulye ¢esidinde (Carioca ve
Prince) su stresinin verim ve verim komponentleri tizerine etkilerini arastirmiglardir.
Bitkiler optimum kosullarda, ¢iceklenme donemi ve meyve (bakla) baglama
doneminde su stresinde Yetistirilmistir. Arastirmacilar Carioca ¢esidinin Prince
cesidine gore kurakliga daha dayanikli oldugunu, her iki donemde uygulanan su
stresi nedeniyle bitkilerin gelismelerinin ve verim 6gelerinin (tane agirligi, bitkideki
tane sayisi, bitkideki bakla sayisi, yaprak sayisi, bitki boyu) olumsuz etkilendigini

belirlemislerdir.

Park vd. (2003), ac1 biberde kuraklik stresiyle uyarilan genleri farkiilik gosterim
yontemiyle izole etmek ve karakterize etmek amaciyla bir arastrma yiiriitmiislerdir.
Kuraklik stresi uyguladiklar1 aci1 biberlerden farklilik gdsterim yontemiyle 7 adet
cDNA izole etmislerdir. Arastiricilar 6zellikle Ca-LEALL geninin yapisal 6zelligini
ve anlatim modelini detayli olarak incelemislerdir. Yaptiklar1 dizi homolojisi
sonucunda, Ca-LEAL1’in ge¢ embriyogenez proteinlerine benzer oldugunu fakat
degisik ve yeni bir gen ailesinden oldugunu ortaya koymuslardir. Ca-LEALL1’in
anlatim analizi sonuclari, bu genin kurak kosullarda yiliksek diizeyde aktif oldugunu
dogrulamis ayrica Ca-LEAL1 geninin tuzluluk ve mekanik zararlanmaya karsi da

anlatim yaptigi sonucuna ulagsmislardir.

Dhanda vd. (2004) tarafindan bugday cesitlerinde gelismenin erken donemlerinde
kuraklhiga dayaniklilik indekslerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, 30
farkli ekmeklik bugday cesitinde tohum canlilik indeksi, ¢imlenme yiizdesi, kok
uzunlugu, siirgiin uzunlugu, kok-siirgiin uzunlugu orani, koleoptil uzunlugu ve
membran stabilitesi incelenmistir. Normal ve ozmotik stres kosullarinda ortalama

performansin karsilastirilmasinda; tohum canlilik indeksinin en hassas 6zellik
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oldugunu, bunu siirgiin uzunlugu, ¢imlenme yiizdesi ve kok uzunlugu o6zelliginin
izledigini belirtmislerdir. Bununla birlikte ozmotik stres kosullarinda kok siirgiin
uzunlugu oranmin arttigi, siirgiin uzunlugu ve koleoptil uzunlugu disinda tiim
ozelliklerin genetik gesitliligi tanimladig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, membran
stabilitesi ve kok-siirgiin oraninin seleksiyonda biiyiik bir fayda saglayabilecegi, kok
uzunlugu ve tohum canlilik indeksinin de orta diizeyde faydali olabilecegi

vurgulanmaktadir.

Sera kosullarinda kuraklik stresinin, soya yapraklarinda ve baklasinda karbonhidrat
konsantrasyonu iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢aligmada,
kuraklik stresinin fotosentez oranini ve yapraklarin, ¢iceklerin ve baklalarin su
potansiyelini azalttig1 belirlenmistir. Buna ek olarak kuraklik stresinin, yapraklarda
siikroz ve nisasta konsantrayonunu azaltirken, hekzoz (glikoz+fruktoz)

konsantrasyonunu artirdigi bildirilmistir (Liu vd., 2004).

Colmer vd. (2006), tuz toleransi i¢in H. vulgare ve H. marinum’un iyon dislama ve
seciciligi gibi fizyolojik adaptasyon mekanizmalarina bagli duyarliliklar: ile ilgili
goriigler belirtmislerdir. Arastiricilar, H. marinum’un H. vulgare’den daha yiiksek
oranda Na* ve CI iyonlarmi dislama 6zelligi oldugunu tespit etmislerdir. Hordeum
marinum, 450 mM NaCl konsantrasyonuna kadar Na* ve CI" iyonlarmi disarida

tutabilme yetenegine sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

Islam vd. (2007), bugdayla karsilastirmali olarak tuzluluk stresi altinda arpanin daha
iyl gelisim gosterdigi ve {lriin kalitesi agisindan verimli oldugunu belirtmislerdir.
Ayni calismada prolin ve glisin betain gibi uyumlu bilesiklerin birikiminin tuz

toleransinda 6nemli rol oynadiklar1 aydinlatilmistir.

2.3. Yerfistiginda Oksidatif Stres

Yerfistigi (Arachis hypogaea L.), diinya genelinde 23 milyon hektar alanda, yilda
yaklasik 35 milyon ton iiretilen en 6nemli baklagil bitkilerinden birisidir (Fletcher,
1992). Diinya genelindeki genis Olgekli yerfistigi liretiminin baslica sebepleri,
bitkinin zengin protein igerigi ve elde edilen yiiksek kalitedeki bitkisel yagidir.

Diinya yerfist1g1 tiretiminin %70’ini gerceklestiren yar1 kurak iklime sahip bolgelerde
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iretimi kisitlayan en onemli stres faktorleri sirasiyla kuraklik ve tuzluluktur (Boote

ve Ketring, 1990; Melchiorre vd., 2009).

2.3.1. Kuraklk stresi ve yerfistigi

Abiyotik stresler icerisinde kuraklik, diinya genelinde tarimsal {iretimi sinirlandiran
temel faktorlerden en Onemlisidir. Genellikle kuraklik olarak bilinen su kithigs,
bitkinin normal olarak biiyiiyebilmesi ve yasam dongiisii tamamlayabilmesi i¢in
gerekli olan nemin bulunmamasi durumu olarak tanimlanir. Yeterli nemin
olmamasindan kaynaklanan kuraklik stresi yagislarin diizensiz oldugu ve sulamanin

zayif oldugu bolgelerde yaygindir (Sircelj vd., 2007).

Kurakligin yol actig1 ilk semptom, 6ncelikli olarak gévdede gelisimin baskilanmasi
ve bunu takiben daha az seviyede de olsa kok gelisiminin yavaglamasidir. Bunu
stomalarin kapanmas1 ve bununla iliskili olarak da transpirasyon ve fotosentez icin
CO; aliminin azalmasi takip eder. Merkezi vakuol, kiigiik vakuollere bokiniir,
Kloroplastlardaki tilakoidlerde ve mitokondriyal kristalarda bozulmalar meydana
gelir. Cekirdek membran1 gerginlesir ve poliribozomlar pargalanir. Ileri donemlerde
ise biyomembranlari pargalanmasi ile hiicre 6liimii meydana gelir (Giizel, 2006). Bu
zorlu kosullarda H,O, (hidrojen peroksit), O (siiperoksit), O, (tekli oksijen) ve OH"
(hidroksil) radikalleri gibi aktif oksijen tiirlerinin {iretimi artarak elekronlarin
molekiiler oksijene gegisini daha da kolaylastirir. Bu sitotoksik aktif oksijen tiirleri,
yaglar, proteinler ve niikleik asitlere oksidatif zarar vererek normal metabolizmay1
bozarlar (Fridovich, 1986). Hiicre zarlarmin peroksidasyonu da serbest radikal
iiretimine katkida bulunan siire¢lerden birisidir (Jain vd., 2001). Uzun siiren kuraklik,
tohum olusumunu engeller, zamansiz yaprak dokiimii, sararma, kuruma ve doku

oliimiine yol acar (Schulze, 1986).

Kuraklik stres kosullar1 altinda polihidroksil bilesiklerinin hidroksil gruplar ile
membran fosfolipidlerinin polar baglar1 arasinda hidrojen bagi olusturabildigini ve bu
hidrofobik etkilesimlerin, membran biitiinligii igin O6nem tagimakta oldugu
gosterilmistir (Chaves vd., 2004; Crowe vd., 1998; Hincha vd., 2002; Villadsen vd.,
2005; Valliyodan and Nguyen, 2006).
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Kuraklik stresi toleransinda gorevli transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonu
dikotiledon ve monokotiledonlar arasinda korunmustur. Kuraklik tolerasi ile iligkili
cesitli genler belirlenmis olmasina ragmen, sadece ¢ok az stres direngli transgenik

bitki, tarla denemelerinde degerlendirilebilmektedir (Valliyodan and Nguyen, 2006).

Wan ve Li (2006), yerfistig1 bitkilerindeki ANNCED1 gen ekspresyonunun, su kaybi
ve yiksek tuzlulukta ne kadar O6nemli oldugunu gdstermislerdir. AhNCED1
transkripti ve endojen ABA’nin, dehidrasyona yanit olarak fistigin hem gévde hem
de yapraklarinda agirlikli olarak biriktigi gézlenmistir. ABA eksojen uygulanmasiyla
AhNCED1 ifadesinin 6nemli diizeyde arttig1 belirlenmis, fistikta ABA biyosentezinin
bir pozitif geri besleme mekanizmasinin kontrolii altinda oldugu distiniilmistiir.
Yiiksek konsantrasyondaki NAA uygulamasinin da, fistik bitkilerinde AhNCED1 gen

ekspresyonu ve ABA biyosentezini arttirdigi belirlenmistir.

Akgay vd. (2010), kuraklik stresi kosullarindaki biiylime geriligine gore, direngli
(Florispan) ve duyarh (Gazipasa) olan iki fistik ¢esidi (Arachis hypogaea L.)’nin
oksidatif hasar ve antioksidan yanitlarini karsilastirmiglardir. H,O, diizeylerinin, -0.8
MPa ozmotik potansiyeline maruz iki gesitte de kontrol altinda oldugu gézlenmistir.
-0.8 MPa ozmotik potansiyelde, Gazipasada Onemli bir prolin birikimi agiga
¢ikmazken, Florispanda prolin birikimi 6nemli 6l¢tide goriilmustiir. Klorofil floresan
degerlerinde, ¢esitlerin higbirinde anlamli farkliliklar tespit edilmemistir. Sonug
olarak, prolin ve CAT ve APX enzim aktivitelerinin yerfistig1 bitkilerinde kuraklik

tolerans1 bakimmdan 6nemli mekanizmalar oldugu gosterilmistir.

Su iliskileri, gaz degisimi, ¢6ziinen birikimi ve CAT, APX ve GPX aktivitelerinin
kurakliktaki etkileri, kontrol veya stopaj su kosullarinda yetistirilen bes Arachis
genotipinde incelenmistir (Neto vd., 2010). Kuraklik stresinde, tiim genotiplerin bitki
biiylimesini yavaslattigi tespit edilmis; genotiplerden A. duranensis 7988 ve A.
stenosperma SV2411 kuraklhiga duyarl olarak karakterize edilirken, A. ipaensis de
kurakhiga tolarensli olarak karakterize edilmistir. Terleme ve stoma iletkenlik
verileri, A. ipaensis’in kuraklik kosullarinda daha toleransl oldugu bulgularimni teyit
etmektedir. Su kaybi, genotiplerde organik ¢oziinen igerigi ve diisiik yaprak su

potansiyelini arttrmistir. CAT aktivitesi, strese duyarli genotiplerin yapraklarinda
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Oonemli bir artiy gostermistir. APX ve GPX aktiviteleri, tiim genotiplerin

yapraklarinda kurakliktan ya hi¢ etkilenmemis ya da artmis oldugu gozlenmistir.

Manjulatha vd. (2014), strese duyarli DNA helikazin (PDH45) asir1 ekspresyonu ile
kuraklik adaptasyonu arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. PCR, Southern blot ve RT-
PCR ile fistik genomuna PDH45 geninin aktarilmasi ve ifadesi analiz edilmistir.
Stres altinda klorofil stabilitesinin arttig1 ve yedi transgenik fenotipin yesil kaldigi
gozlenmistir. Stres altindaki transgenik fistik koklerinde biiyiimenin 6nemli 6lgiide
yiikseldigi goriilmiistiir. Strese maruz kalmayan ve stres kosullar1 altinda kurakliga
dayanikli fistigin gelisimi i¢in, transgeniklerde verimin %17.2 ve 26.75 artigi

gosterilmistir.

2.3.2. Tuz stresi ve yerfistig1

Toprak tuzlulugu diinyadaki tarimsal {retimi sinirlayan en Onemli c¢evresel
streslerden biridir. Toprakta biriken tuzlar, topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
bozmakta ve bitki gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Topraktaki tuzlar, su
potansiyelinde azalmaya neden olarak topraktan mineral alinimini da siirlamaktadir.
Yetistirilen  bitkinin ~ veriminde  goOrlilen azalmalar, toprak c¢dzeltisinin
konsantrasyonuna bagli oldugu kadar, bitkinin tuza dayamikliligiyla da ilgilidir.
Tuzluluk bitki gelismesini ii¢ temel prensip ¢ergevesinde engeller. Bunlar; su
eksikligi (su stresi), Na* ve CI" iyonlarinin fazla miktarda alinmasi nedeniyle olusan
iyon toksisitesi ve iyon tagsiniminda ortaya ¢ikan dengesizlik nedeniyle hiicre icindeki

stvinin mineral yapisinin ve Ca* dengesinin bozulmasidir (Kusvuran vd., 2008).

Tuz stresi ve kuraklik osmotik ve oksidatif stres mekanizmalarini aktif hale getirerek
bitkideki savunma sistemini tesvik etmektedir. Ancak tuz etkisi, hiicrede osmotik ve
oksidatif stresler ile birlikte iyonik strese de yol agtigindan, bitkinin savunma yanit1
diger birincil streslerle indiiklenene kiyasla daha karmasik olarak gergeklesmektedir.
Ortamda agir1 miktarda biriken tuz, bitki hiicrelerinde iyon dengesinde bozulmalara
yol acar (Yagmur vd., 2006). Ayn1 zamanda, ana protein yapilari arasindaki
hidrofobik-elektrostatik dengeyi bozarak birgok enzimin aktivitesini de inhibe eder.
Yiiksek tuz konsantrasyonunun hiicrede toksik etkili oldugu da belirlenmistir

(Serrano, 1996).
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Ozmotik ve iyonik stres tuz stresinin temel bilesenleridir. Tuzluluk, ozmotik ve
iyonik strese ve ayrica hormonal dengesizlige neden olur ve bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi olumsuz yonde etkiler. Ozmotik stres, bitkilerde kokiin civarindaki tuz
konsantrasyonunun artigindan sonra olusmaktadir. Bu artis esik seviyesine geldiginde
govde biiylimesinde de belirgin bir azalma goriilmektedir. Tuzluluga maruz
kalindiktan bir slire sonra biliylimedeki azalmanin ilk fazi gerceklesir. Bu cevap
hiicre—su iligkilerinde (ozmotik etki) degisikliklere yol agan kokiin g¢evresinde
ozmotik degisimlere neden olmaktadir. Bitkinin suyu emme yetenegi giderek
azalmaktadir. Boylece yaprak alani azalmakta, yeni yapraklarin gelisme hizi

diismekte ve yanal tomurcuklar daha yavas gelismektedir.

Ikinci faz olan iyonik stres, daha yavas etkili olup, giinler haftalar ya da aylarca
stirebilmektedir. Yapraklardaki iyon birikimi bitkide tuz toksisitesine neden olur.
Oncelikle yash yapraklarin yaslanma hizinda artisa neden olup yaprak oSliimiiyle

sonuglanabilir.

Tuz stresi, siliperoksit, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen tiirlerinin olusmasiyla oksidatif hasara neden olur. Ozmotik stresten
kaynaklanan stoma kapanmasima bagli CO; miktarmin smirlanmasi, kloroplastlarda
stiperoksit radikalinin birikimine neden olmakta ve bu da fotooksidatif hasara neden
olmaktadir. Bu radikaller bitkilerde fotorespirasyon, mitokondrial solunum ve

fotosentez esnasinda olusmaktadir (Segkin, 2010).

Bitki gelisimi ve iirlin verimini etkileyen bir diger abiyotik stres faktorii toptaktaki
tuzlanmadir. Diinya genelinde 800 milyon hektar alan tuzlanmadan olumsuz etkilenir
(FAO, 2008). Bu alan yeryiiziiniin yaklasik % 6’sina denk gelir. Topraktaki tuzlanma
genellikle dogal kayaclarin parcalanmasiyla serbest kalan tuzlarin, kurak ve yari
kurak bolgelerdeki topraklarda birikmesi gibi dogal sebeplerle olusur (Rengasamy,
2002; Szabolcs, 1989). Ayrica okyanus tuzlart da, riizgar ve yagmurla kiyi
bolgelerden iglere dogru tagmir. Dogal tuzlanmanin yanisira topraklarin dogal bitki
oOrtiistiniin alinarak tarima agilmasi ve yogun sulamaninda etkisiyle su tablalarmin

ylikselmesini saglayarak tuzlanmayi artirir (Munns ve Tester, 2008).
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Yerfistiginda tuz stresi direncini gelistirmeye yonelik deneysel uygulamalardan biri,
ACC deaminaze aktivitesine sahip Pseudomonas syringae, Enterobacter aerogenes
ve Pseudomonas fluorescens bakterilerinin bitkiye asilanmalaridir. Bu uygulamanin
farkli tuz konsantrasyonlarinda tuza karst bitki depresyonunu azalttigi, gelisme ve
verim parametrelerini artirdigi goriilmiistiir (Nadeem vd., 2007). Bakteriler bu
etkilerine ilave olarak tuzlu ortamlarda bitki su kullanim etkinligini artirmakta ve
tuzlulugun fotosentez {izerine baskisinin azalmasma yardimci olmaktadwr. ACC
deaminaze aktivitesi gosteren Pseudomonas fluorescens TDK1 susunun bu aktiviteyi
gostermeyen Pseudomonas suslarma kiyasla yerfistigi bitkisinde (Arachis hypogaea)
tuz stresine dayanikliligini artirdigi belirlenmistir (Saravanakumar ve Samiyappan,

2007).

Tuz stresinin diger bir boyutu da, dokularda yiiksek yogunlukta Na® birikiminin i¢sel
iyon dengesini bozmastyla, hiicre zarinda zedelenme, enzim aktivitelerin azalmasi ve
dolayisiyla metabolik aktivitenin zarar gormesiyle gelisme ve verim kayiplarinin

gerceklesmesidir (Zahran, 1992; Hasegawa vd., 2000).

Singh vd. (1989) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismayla, farkli tuz derecelerinde
(0, 4, 9, 14 mmhos/cm), ii¢ farkl1 yerfistig1 ¢esidinin ¢imlenme ve fide biliylimesine
etkisi arastirilmistir.  Artan tuzluluk derecelerinde c¢imlenmenin farkli fistik
cesitlerinde, % 90’dan % 80’e; % 80’den % 54°¢; % 87°den % 49’a diistligiinii ve
fide kuru agirhiginin yine ayni ¢esitlerde, 7.9 mg’dan 6.1 mg’a; 7.6 mg’dan 5.5 mg’a,
7.5 mg’dan 5.0 mg’a distiigi bildirilmistir.

Jain vd. (2006), tuzluluga dayanikli ve hassas olan Arachis hypogaea L. gesitlerinin
kallus hiicre hatt1 proteomlarini karsilagtirmiglardir. Bu proteinlerin kimlikleri ardisik
kiitle spektrometrisi kullanilarak 10 PR proteinleri olarak karakterize edilmistir.
Sonug olarak, bu fosforillenmis PR 10 proteinlerinin tuzluluk stresine yanit olarak

arabuluculukta 6nemli bir rol oynadig: diistiniilmiistiir.

Hossain vd. (2011), farkli tuzluluk seviyesi altinda prolin birikim miktarlarini
arastrmak ic¢in, tuz stresi altinda inceleme yapilmiglardir. Fistik fidanlar1 tuz
verilmeden Once 7 giin boyunca normal sekilde kiiltiire alinmis ve sonra tuz

uygulanan durumda bir 7 giin daha biyiitiilmiistiir. Sonu¢ olarak, siirgiin kuru
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madde, oransal su icerigi, klorofil ve K iyonlarinm artan tuzluluk orani ile onemli
dlciide azaldig1 gdzlenmistir. Bunun aksine, Na* iyonlari, hidrojen peroksit ve prolin,
artan tuzluluk seviyesinde artmustir. Serbest prolin igeriginin orta ve yiiksek tuzluluk

seviyelerinde aniden arttigini1 belirtmislerdir.

Bitki Na'/H" antiporter geninin de tuz toleransinda 6nemli bir rol oynadig:
bilinmektedir (Xing vd., 2011). Na’/H" antiporter (AhNHX1) geni, yerfistigindan
(Arachis hypogaea L.) izole edilmistir. AhNHX1 ekspresyonu, dokuya 6zel, farkli
diizeydeki NaCl uygulamalarinda gergeklestirilmistir. 50 ve 100 mM NaCl ile
muamele edilen fistiklarda kontrol bitkilerine gore, gévde ve yapraklarda diisiik,
koklerde ise daha yiiksek seviyede ifade edilmistir. Ifadenin, 150 mM tuzda,
koklerde stabil kaldigi, yapraklarda 24 saat ve govdelerde 48 saat sonra arttigi
gbzlenmistir. Sonug olarak, ANNHX1 geninin fistikta tuz stresi altinda 6nemli bir rol

oynadig1 goriilmiistiir.

Banjara vd. (2012), ekinlerdeki tuz toleransmin gelistirilmesi i¢in yaptiklar1 bir
calismada, yiiksek tuz kosullar1 altinda, fistik verimini ve kalitesini gelistirmek i¢in,
AtNHX1 genini, Agrobacterium araciligiyla, fistik bitkileri i¢ine aktarmuslardir.
AtNHX1 ifade eden yerfistigi, 150 mM NaCl seviyesine kadar tuza karsi artan
tolerans 6zellikleri gostermistir. Yabani tiirler ile karsilastirildiginda, AtNHX1 ifade
eden yerfistig1 bitkileri, tuz kosullar1 altinda, biyokiitle, klorofil ve yiiksek fotosentez
oranlarini daha az hasar ile muhafaza etmistir. Bu veriler, AINHXZ1 geninin, fistik tuz

toleransini gelistirmek i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

Giincel bir ¢aligmada Parida vd. (2013), yerfistiginin (Arachis hypogaea L.) tuz stresi
altinda fide biiytimesi, besin alimi, iyon sizintisi, lipid peroksidasyonu ve bazi
organik metabolitlerin diizeylerindeki  degisiklikleri analiz ederek
degerlendirmiglerdir. Tuz stresi ile muamele edilen fideler ile kontrol bitkileri
karsilastirildiginda, tuz ile muamele edilmis bitkilerde bitki boyu, yaprak alani ve
bitki biyokiitlesi onemli 6lgiide azalmistir. Yaprak bagil su igerigi (BSU), NaCl’nin
yiiksek ~ konsantrasyonlarmda % 16 oraninda azalmistir.  Yiksek tuz
konsantrasyonunda iyon sizintisinda azalma, lipid peroksidasyonunda artma oldugu
gozlenmistir. Yapragin toplam serbest aminoasit ve prolin igerikleri kontrol ile

karsilastirildiginda, 150 mM NaCl ile muamele edilmis bitkilerde, sirasiyla 5.5 ve 43

15



kat artmustir. Toplam seker ve nisasta igerigi, NaCl’nin yiiksek konsantrasyonlarinda
onemli Olgiide artmustir. Kl a, Kl b, toplam klorofil ve karotenoid igerigi yiiksek
tuzluluk da énemli 6lgiide azalmistir. Yapragin Na* icerigi, govde ve kokte doza
bagimli bir sekilde artmustir. K icerigi, yaprakta etkilenmemistir fakat tuzlulukta,
kokteki K" icerigi azalmistir. Calismanm sonucunda, fistik bitkilerinin tuz stresini
tolere ettigi, yiiksek tuzluluktan kaynaklanan stresi asmak igin, toplam serbest
aminoasitler, prolin, toplam seker ve nisasta gibi bazi organik metabolitlerin

seviyelerinin yiikseldigi gdzlenmistir.

2.4. Yerfistig1 Stres Toleransinda LEA ve Resveratrol sentaz Genleri

Bitkiler abiyotik stres faktorlerine cevap olarak sekonder metabolitler, polisakkaritler

ve proteinler gibi bazi molekiillerin sentezini gergeklestirirler.

Fitoaleksinler, patojen enfeksiyonlari, 1s1 uyaricilari, mekanik zorlama ve UV
1sinlamasi gibi biyotik ve abiyotik uyaricilara, tarim sistemi i¢inde kendilerini
korumak i¢in bitkiler tarafindan {retilen diisik molekiil agirlikli sekonder
metabolitlerdir (Ingham, 1976 ; Landcake ve Pryce, 1976 ; Sobolev vd., 1995).
Patojenler ve UV radyasyona kars1 direng gdsteren ve savunma sisteminin bir pargasi

olarak en onemli stilben fitoaleksinlerin biri olan resveratrol bitkilerde ortaya ¢ikar

(Dixon, 2001).

LEA proteinleri ise tohum gelisiminin kurumadan onceki ge¢ evrelerinde, bitki
embriyolarinda yliksek konsantrasyonlarda ve ayni zamanda disaridan absisik asit
uygulamasinda, dehidrasyon, osmotik stres ve diisiik sicaklik gibi abiyotik streslere
maruz kalmis vejetatif dokularda birikirler (Nylander vd., 2001). ilk olarak bitki
tohumlarinda tanimlanan LEA proteinleri, daha sonra bakteri, yosun ve nematodda da
tespit edilmistir (Finkelstein vd., 2002). Dizi benzerligine gore, LEA proteinleri
dokuz grup halinde siniflandirilmistir (Dalal, 2009).

2.4.1. Yerfistig1 ve LEA (Ge¢ Embriyogenez Proteini)

LEA’lar ilk olarak pamuk bitkisinin kotiledonlarinda kesfedilmistir (Dure and Chlan,
1981). LEA ailesi bitkiler aleminde yaygin olarak dagilmaktadir (Battaglia vd.,
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2008). LEA ailesi proteinleri, yiiksek hidrofilik ve 1s1 stabilitesi ile karakterize edilir
ve hatta kaynama kosullar1 altinda sulu ¢ozelti icinde kalabilir. Ayrica baglama
iyonlar1 ile hiicre membran yapilarmi stabilize edici ve oksidasyonunu onleyici
olarak 6nemli bir rol oynar (Baker vd., 1988). Tohum gelisiminin kurumadan 6nceki
geg evrelerinde, bitki embriyolarinda yiiksek konsantrasyonlarda ve ayni zamanda
disaridan absisik asit uygulamasinda, dehidrasyon, osmotik stres ve diisiik sicaklik
streslerine maruz kalmis vejetatif dokularda birikirler (Nylander vd., 2001). Ayrica
bezelye tohum mitokondrisinin matriksinde su kaybma kars1 koruyucu rol oynayan
bir LEA proteini belirlenmistir (Grelet vd., 2005). LEA proteinlerinin biiyiik bir kism1
oldukga hidrofiliktir ve belli aminoasitler bakimmdan (6rnegin Alanin, Glisin,
Glutamik asit ve Treonin) zengin ve belli aminoasitler bakimindan (6rnegin
Triptofan ve Sistein) ise yoksuldurlar (Dure, 1997). Bu nedenle LEA proteinleri,
hidrofilinler olarak adlandirilan ve hiperosmotik kosullara karsi cevapta yer alan
genis bir hidrofilik protein grubunun (Dehidrin) iiyeleridirler (Garay-Arroyo vd.,
2000). Farkli LEA protein gruplari, su kaybini en aza indirmek iizere suyun
baglanmasindan, protein ve membranlarin kararliliginin devamliliginin saglanmasi,
kademeli iyon gegisinin korunmasi ve aktif oksijen tiirlerinin yok edilmesine kadar
bircok fonksiyona sahip oldugu diisiiniilmektedir (Close, 1997). Saperonlar gibi
enzimler, lipidler ve mRNAlar gibi makromolekiillerin korunmasinda gorev alirlar
(‘Yamaguchi-Shinozaki, 2002). Ayrica LEA proteinleri farkli gruplarin ya da farkli
iiyelerin 0zgiil fonksiyonel roller iistlendiklerini diisiindiirecek sekilde c¢esitli
hiicresel (subseliiler) ve dokuya has yerlesim 6zellikleri sergilemektedirler (Nylander
vd., 2001). LEA protein ifadesi genellikle gen¢ fidelerde kurumaya (Whitsitt vd.,
1997), tuza (Moons vd., 1995) ve dona (Danyluk vd., 1998) karsi dayaniklilik ile de
yakindan iliskilidir.

Fistik genlerini izole etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, EST dizileme projesi,
fistik tohum cDNA Kkiitiiphanesi kullanilarak gergeklestirilmistir (Su vd., 2010). 6258
EST'lerden, 19 LEA kodlayan gen tespit edilmis ve sekiz ayri gruba ayrilmistir.
Sonugta, tohumlardaki LEA genleri ifade seviyelerinin genellikle yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bazi LEA protein genlerinin, kok, sap, yaprak, ¢icek ve tohum
olmayan dokularda yiiksek bir seviyede ifade edildigi goriilmistiir. Bu sonuglar fistik
LEA genleri iizerinde fonksiyonel ve diizenleyici ¢aligmalar igin degerli bilgiler

saglamustr.
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Moons vd. (1997) tarafindan piring bitkisinde yapilan bir ¢alismada, 3 grup LEA
proteinini kodlayan bir cDNA Kklonu olan OSLEAS3, piring fidelerinin koklerinden
izole edilmistir. Daha 6nce kodlanan OSLEA3 proteini, absisik aside karsilik olarak
tuza kars1 duyarl piring ¢esitine gore iki fakli tuz toleranslh bitkinin koklerinde daha
yiiksek seviyelerde biriktigi goriilmiistiir. Tuza toleransli Pokkali ve tuza duyarh
Taichung N1 ¢esitlerinde, OSLEA3 ifadesi karsilastirilmistir. Daha yiiksek mRNA
seviyelerinin, dayanikli ¢esitlerin koklerinde bulundugu gézlenmistir. Ayrica siirgiin
su igeriginin hizla azaldig1 gortilmistiir. Her iki ekotipte, piringteki esit sayida gen ile

kiiciitk OSLEA3 gen ailesinin varlig: gosterilmistir.

Park vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, LEA geni, kolza ME-leaN4’ten,
Agrobacterium tumefaciens aracihigiyla transforme edilip marula aktarimistir. ikili
vektor plG121-LEA’y1 ihtiva eden Agrobacterium susu EHA101 ile enfeksiyon
uygulanmistir. Sonugta, alt1 bagimsiz transgenik marul bitkisi olusturulmustur. Tuz
stresi ve su stresi altindaki kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda, transgenik marul
gelismis bliylime yetenegi gostermistir. 10 giinliik bir bitylimeden sonra, suda 100
mM NaCl altinda transgenik marulun taze agirligi ve ortalama bitki boyu 2.8 cm ve
2.5 g iken kontrol bitkilerinde yalnizca 0.2 cm ve 0.3 g oldugu goriilmiistiir. Su
eksikligi ile artan tolerans ayni zamanda, stresin neden oldugu yapraktaki solma ile
yansmmistir. Bu sonuglar, yapisal olarak tuz ve su stresine yanit olarak kolza LEA

genini sentezleyen transgenik marul bitkilerinde iyilesme oldugunu géstermektedir.

Pirincin 5 nolu kromozomu {izerinde yer alan OSLEA3 geni, su ve tuz stresinin neden
oldugu ifade analizinde ortaya ¢ikmustir (Hu, 2008). Transgenik piring bitkilerinde
OsLEA3 geninin asir1 ekspresyonu, stres toleransinda OSLEA3 proteinin roliinii
ortaya ¢ikarmustir. Transgenik piring bitkilerinin bitkisel dokularindaki OsSLEA3
protein birikimi, su ve tuz stresi i¢in tolerans gelistirmesine neden olmustur. Bu
sonuglar, stres korumasinda ve stres toleransinda, genetik miihendisligi i¢in OSLEA3

geninin potansiyelini gostermektedir.

Dalal vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, abiyotik strese toleransi olan 9
farkli LEA’dan grup 1,2,3 belirlenmistir. Bu ¢alismada, Brassica napus'tan bir grup
LEA4 proteini olan LEA4-1'in islevsel rolii degerlendirilmistir. Ekspresyon
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analizinde absisik asit, tuz, soguk ve ozmotik streste, Brassica tiirlerinin yaprak
dokularinda, LEA4-1 geninin ifadesini azalttif1 ortaya g¢ikmugtir. Bunun tersine,
cicek ve gelisen tohumlarin lireme dokularinda LEA4 konstitiitif ekspresyon
sergilemistir. Stres toleransi ile ilgili LEA4-1 fonksiyonel degerlendirilmesi i¢in, B.
napus’tan klonlanan LEA4-1 cDNAsi, hem Escherichia coli hem de transgenik
Arabidopsis bitkisinde asir1 eksprese edilmistir. rd29A promotorii ise tuz ve kuraklik
streslerine gelismis bir tolerans mekanizmasi gostermistir. Sonug olarak, LEA4-1’in
bitki gelisiminin vejetatif asamasinda, abiyotik stres toleransinda 6nemli bir rol

oynadig1 gosterilmektedir.

Park vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, tath patatesin fibréz koklerinin
dehidrasyon ile muamele edilmesi sonucunda LEA14 geni, hazirlanan EST
kiitiiphanesinden izole edilmistir. Kantitatif RT-PCR, c¢esitli abiyotik stres kosullar1
altinda farkli IbLEA14 ifadesinin gesitliligini gostermistir. Tath patates bitkilerinde,
IbLEA14 ifadesi, NaCl, absisik asit ve dehidrasyon ile uyarilmistir. Transgenik tatli
patates, embriyojenik olmayan kallus barindiran IbLEA14’in asir1 ifadesiyle veya
CaMV 35S promotériiniin  kontrolii altinda RNAI  vektorleri tarafindan
olusturulmustur. Transgenik Kalluslarda asir1 ifadelenen IbLEA14, kuraklik ve tuz
stresine karsi gelistirilmis bir tolerans gostermistir. RNAI kalluslar1 ise normal
kosullar altinda, artan strese karsi duyarhilik gostermistir. Genlerin artan ekspresyonu

nedeniyle lignin icerigi, IDLEA14°i asir1 ifade eden kalluslarda artmistir.

Polietilen glikol ile muamele edilen nohut fide yapraklarmin cDNA kiitiiphanesinden
izole edilen CarLEA4’in ikinci yapisindaki bir grup LEA4 proteinlere yiiksek bir
benzerlik gosterdigi ve g¢ekirdekte lokalize edildigi belirtilmistir (Gu vd., 2012).
CarLEA4 ve transkriptleri, yapraklarda dahil olmak iizere sap, kok, cicek, bakla ve
geng tohum gibi bir¢ok nohut organlarinda tespit edilmistir. CarLEA4 yaprak, tohum
gelisimi, bakla gelistirme ve ¢imlenme sirasindaki ifadesinde degisiklikler
gostermistir. Ayrica, CarLEA4 ifadesi kuraklik, tuz, sicak, soguk, ABA, IAA, GA3
ve Meja ile uyarilmistir. Sonug olarak, CarLEA4 geninin LEA grubunun 4 proteinini
kodladig, cesitli bitki gelisim siireclerinde ve abiyotik stres tepkilerinde roliiniin

olabilecegini belirtilmistir.
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TaLEA4, LEA ailesinden bir Grup Il elemani olup, stres ile muamele edilmis bugday
fidelerinin cDNA kiitiiphanesinden klonlanmistir. Hiicre i¢i lokalizasyonu ig¢in
yapilan bir ¢alismada, bugday bitkisinin sitoplazma ve ¢ekirdeginde, TaLEA4 protein
birikiminin oldugu gosterilmistir (Min vd., 2012). Normal biiylime sartlar1 altinda,
bugdayin gesitli organlarindaki TaLEA4 ifadesinin, mRNA’da bol miktarda biriktigi
gozlenmistir. TaLEA4’in ifade profil analizi, kuraklik, disik ve yiksek
sicakliklardan kaynaklandigi belirlenmistir. Bu ¢alisma, LEA proteinlerin daha
ayrintili fonksiyonel analizleri igin bir temel saglamakta ve molekiiler 1slahta bugday

direncini arttrmanin yollarini géstermektedir.

Dalal vd. (2013) tarafindan Sorgum’da yapilan bir ¢alismada, 3 grup LEA genlerinin,
abiyotik stres toleransinda ¢ok Onemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Sorgum igin
LEA3 genlerinin bir genom analizi sunulmustur. Ayrica dort sorgum genomuna ait
LEA3 proteinleri kodlayan genler ve tanimlanmis LEA3’e ozgii motiflerin
korunmasma dayali LEA3A ve LEA3B genleri alt gruplar halinde smiflandirilmistr.
Bu genlerin ekspresyon modeli, abiyotik stres altindaki bitkisel dokularda, gelisim
sirasinda, tohum i¢inde analiz edilmistir. SbDLEA3A grubu genler sadece olgunlasmis
tohumlarda ifade edilirken, tohum gelisiminin erken asamasindaki ifadesi 6nemli
Olglide artmustir. Kuraklik, ozmotik, tuz ve sicaklik stresleri gibi abiyotik streslere
cevap olarak SbLEA3 genlerin sentezlenmesi, ABA ile muamele edilen 2 haftalik
fide yapraklarinda incelenmisti. ABA ve kuraklik, tiim LEA3 genlerinin
ekspresyonunu uyarmistir. Bu ¢alismada, sorgumda stres toleransi ve tohum gelisimi

icinde LEA3 genlerinin gereksiz olmayan bir islevi oldugu gosterilmektedir.

2.4.2. Yerfistig1 ve Resveratrol sentaz geni

Resveratrol (RES), travmatik zedelenmede, UV isigina maruz kaldiginda ya da
fungal enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak bazi bitkiler tarafindan
sentezlenen non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler,
patojenik mikroorganizmalara karsi bitkiler tarafindan korunma amagli sentezlenen
kimyasal maddelerdir ve bitkisel antibiyotikler olarak da isimledirilmektedir. RES,
stilben fitoaleksinlerinin en aktif bilesigidir. Cis ve trans stereoizomerleri seklinde
bulunur. Bitkilerde daha ¢ok trans izomerinin bulunmasi nedeniyle biitiin

aragtirmalar genel olarak trans izomeri lizerinden yapilmistir (Fremont, 2000;
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Gerogiannaki-Christopoulou, 2006). Resveratrol cis ve trans izomerleri Sekil 2.2.’de

sunulmustur.

HO T

trans-resveratrol cis-resveratrol

OH HO

Sekil 2.2. Resveratrol cis ve trans izoenzimleri (Anonim, 2014).

Resveratrol biyosentezi, fenilpropanoid yolundan dallanir ve resveratrol iiretim yolu
dort enzimden olusur. Bu enzimler sirasiyla fenilalanin amonya liyaz (PAL), sinamik
asit 4-hidroksilaz (C4H), 4-koumarat: CoA ligaz (4CL) ve stilben sentaz (STS) dir
(Delainois vd., 2009). Ik iki enzim PAL ve C4H fenilalanin aminoasitini 4-koumarik
asite doniistiiriir. Uciincii enzim 4CL, 4-koumarik asiti koenzim-A ile birlestirerek 4-
koumaril-CoA olusumunu saglar. PAL, C4H ve 4CL enzimlerinin tigii de dogada
bulunan bitki fenolik bilesenlerin neredeyse tamaminin iiretiminden sorumlu olan
fenilpropanoid yolunun {iyeleridir. Bu metabolizmal yol tarafindan {iretilen ligninler
hiicre duvar1 bilesenlerinin olusumunda, antosiyaninler pigment olusumunda,
flavonoller ise UV 1gimlarina karsi koruyucu olarak gorev alirlar. Metabolizmal yolun
son enzimi STS, bir molekiil 4-koumaril-CoA ve yag asidi biyosentezinden gelen li¢
molekiil malonil-CoA’y1 birlestirerek resveratrol tiretimini gergeklestirir. STS, tip 11
poliketid sentaz enzim ailesinin bir tiyesidir ve salkon sentaz (CHS) enzimiyle biiyiik
oranda benzerlik gosterir (Donnez vd., 2009). CHS enzimi, tiim flavonoidlerin
baslangic molekiilleri olan salkonlarm {iretiminden sorumludur ve tiim kompleks
bitkilerde yaygm olarak bulunur, bununla beraber STS, yalnizca resveratrol ve
benzeri bilesenleri iiretebilen bitkilerde bulunur (Delainois vd., 2009). Yapilan
calismalarla stilben benzeri bilesenler iiretebilen 33 farkl bitki tiirii tespit edilmistir
(Shen vd., 2009). Resveratrol ise yer fistig1, bazi kirmizi yemigli meyveler, bazi cam
tiirleri ve asma gibi ¢ok ¢esitli familyalara ait bitkilerde bulunmustur (Rimando vd.,
2012). Dokularda verimli ve kayda deger diizeyde resveratrol iiretimi, basta STS

olmak tizere, tiretimde rol alan 6nemli bilesenlerin katabolizmadaki rollerinin, farkli
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doku ve organlardaki davranig bi¢imlerinin ve baslica stres faktorleri olmak {izere
cevresel etkenlerle iliskisi ve etkilesimlerinin agikliga kavusturulmasina baghdir. STS
gen ifadesinin metiljasmonat ve siklodekstrin gibi uyaricilarla arttirilabildigi
bilinmektedir (Lijavetzky, 2008). Resveratroliin antifungal aktiviteyle iligkisi ve
yaralanma/patojen saldirisi gibi ¢esitli stres kosullarinda da tiretildigi bilinmektedir

(Jeandet, 2002).

Yapilan ilk arastirmalarda yerfistiginda resveratrol {retiminin biyotik stres
uyarilarina bagli oldugu, patojenler, mantar hiicre duvari uyaricilar1 ve UV ile
diizenlendigi disiiniilmiistiir (Fritzemeier vd., 1983). Sonraki yillarda yapilan
calismalar resveratroliin, kok, olgunlasmamis tohum kesesi ve tohumlarda diizenli
olarak ve yogun miktarda iiretildigini ortaya koymustur (Chung vd., 2001). Ayrica
kok ve yaprakta yaralanma, UV uygulamasi, maya ekstrakti, etilen, jasmonik asit ve
salisilik asitin, resveratrol sentaz gen ifadesininin artig1 yoluyla resveratrol iiretimini

arttirdigi da gozlenmistir (Chung vd., 2001).

Yerfistig1 resveratrol sentaz geninin tiitiin dokularinda gegici ifadesinin real time
PCR ile incelendigi diger bir ¢alismada en yiiksek ifadenin transformasyonu takip
eden 48 saat iginde gerceklestigi, sonraki 48 saat i¢inde ise diizenli olarak diistiigli
gbozlenmistir. Western blot analizi 72. saati enzim seviyesinin en yiiksek oldugu
zaman olarak belirlenmis HPLC analizi ile ise biriken bilesenin resveratrol glikozid
oldugu bulunmustur (Condori vd., 2009). Agrobacterium rhizogenesis yardimiyla
olusturulan yerfistig1 sacak kok kiiltiirlerinde resveratrol tiretimi de gergeklestirilmis
(Medina-Bolivar vd., 2007) ve ayrica kullanilan besin ortaminin optimizasyonu ve
sodyum asetat yardimiyla sacak koklerde resveratrol birikiminde artis da saglanmistir
(Condori vd., 2010). Morétesi (UV) 1sin uygulamasinin resveratrol iiretimi
izerindeki etkisi 20 gilinlik yer fistig1 fideleri incelenerek belirlenmis, UV
uygulamasi ilk 24 saat icinde resveratrol miktarmni 6nemli 6lgiide arttirmis, uygulama
oncesi bitki biiylitme ortamina resveratrol eklenmesi ise strese karst koruyucu bir etki
saglayarak bazi siiperoksit radikallerinin ve antioksidan enzim aktivitelerinin

miktarlarinda diistis saglamistir (Tang vd., 2010).

Cok giincel iki ¢aliymada yerfistig1 resveratrol sentaz geninin farkli bitkilerdeki

ifadesi incelenmistir. Resveratroliin dimetileter tiirevi olan pterostilbenin mantar
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enfeksiyonunda resveratrolden daha giiclii koruyucu etki gostermesi nedeniyle,
AhSTS geni ve Sorgum O-metil transferaz enzimi birlikte Arabidopsis ve tiitiin
bitkilerine aktarilmigtir. Bu strateji her iki bitkide de yiiksek miktarda pterostilben
iiretilmesini saglamistir (Rimando vd., 2012). Diger bir calismada stres toleransi
1islah1 amaciyla yerfistigi stilben sentaz geni tatli patates bitkisine aktarilmistir (Pan
vd., 2012). Dokularda resveratrol yerine yiiksek miktarda yine bir resveratrol tiirevi

olan resveratrol glukozid birikmistir.

2.5. Stres Altindaki Bitkilerde Silisyum Uygulamalar

Silisyum, yer kabugunda en bol bulunan elementler arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Bitkiler silisyum elementini topraktan kokleri araciligiyla, pH 9’un
altinda iken yiiksiiksiiz bir monomerik molekiil olan silisik asit [Si(OH)4] olarak
temin ederler (Epstein, 1999). Silisyum bitki gelisimi i¢in gerekli elmentler arasinda
siralanmaz ve bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besin ortamlarinda bulunmaz.
Bunun nedeni optimum kosullarda bitkilerin, gelisim i¢in bu elemente ihtiyag
duymamasidir (Epstein, 1994). Ancak biyotik ve abiyotik streslerin varliginda
silisyumun yasamsal gorevleri oldugu son yillarda gergeklestirilen ¢alismalarla
ortaya ¢ikartilmaya baslamistir. Ornegin, silisyumun koklerde birikimi apoplastik
bypass akisini azaltmakta ve metaller i¢in baglayic1 bolgeler saglamaktadir. Toksik
metallerin ve tuzlarm hiicre i¢ine alimini1 ve kdklerden gévdeye dogru iletimini
azaltmaktadir. Dogal sistemlerde Si, sitosol igerisinde varligi hala tartisma konusu
iken yaprak hiicrelerinin apoplastinda biriktigi ve polimerize oldugu bilinmektedir
(Yamaji vd., 2008). Yapraklarda ve govdede silisyum birikimi, hiicre duvarmin
giiclenmesine yardimci olmakta ve sertligini arttirici bir etki saglamaktadir. Ayni
zamanda kutikulada terlemeyi azaltmakta, boylelikle bitkilerin diisiik ve yiiksek
sicakliklara, kuraklik stresine, radyasyon ve UV streslerine kars1 direng kazanmasini
saglamaktadir. Silisyumun yararl etkileri daha ¢ok govdede goriilmektedir (Ma ve
Yamaji, 2005). Silisyumun stresle savunma bilesenlerinin olusumunu uyarici etkisi
oldugu da diisiiniilmiis ve bazi organik bilegenlerle silisyum kompleksleri arasindaki

afinite ortaya konulmustur (Kinrade vd., 1999).

Silisyumun ¢esitli stresler altindaki direng arttiric1 etkisi de ortaya konulmaya

baslanmustir. Ornegin kiilleme hastahg: ile bulasik Arabidopsis bitkilerinde ¢ok
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cesitli genlerin diferansiyel ifadesini saglamis, hasta olmayan bitkilerde ise varligi
gen ifadelerini etkilememistir (Fauteux vd., 2006). Bezelye bitkisinde, yaprak lekesi
patojen mantar1 enfeksiyonunda dokulardaki kitinaz ve glukanaz enzimlerinin
iiretimini arttrmis ve yapraklarda onemli miktarda biriktigi belirlenmistir (Dann ve
Muir, 2002). Soguk stres altinda bugdayda silisyum uygulamasi enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistem bilesenlerini harekete gecirerek dokularin su
icerigini arttrmis ve Onemli Glglide soguk direnci saglamistir (Liang vd., 2008).
Silisyum, antioksidan sistem tizerindeki benzer olumlu etkilerini tuz stresi altindaki
arpa, hiyar ve domates bitkilerinde de gostermistir (Liang vd., 1999; Zhu vd., 2004;
Al-Aghabary vd., 2005).

Sonobe vd. (2011) tarafindan Sorgum bitkisinde yapilan bir ¢alismada, kuraklik
stresine maruz kalan bitkiye silisyum uygulandiginda; kuru agirlik, fotosentetik oran,
stoma iletkenligi, terleme orani, yaprak su potansiyeli ve su alim oraninda
degisiklikler gozlenmistir. Sonug olarak, silisyumla tedavi edilen bitkide; strese
maruz kalan bitkiden daha yiiksek stoma iletkenligi, fotosentetik ve terleme orani
gOstermistir. Yaprak su potansiyeli giin boyunca silisyumlu bitkilerde hemen hemen
sabit kalmistir. Su stresinde bitkilerdeki su alimi azalmis fakat silisyumla birlikte su

alimi artmustir.

Gong vd. (2008) tarafindan bugdayda yapilan bir arastirmada, kurakligin yol agtigi
oksidatif stres ve bugdayda antioksidan savunma sistemi iizerine, ekim Oncesinde
gerceklestirilen  silisyum (Si) uygulamasmin etkileri arastirilmistir.  Dolum
asamasinda, Si uygulanmasiyla kuraklik stresli bitkilerin su potansiyeli ve SOD
aktivitesinde artis, POD aktivitelerinde azalma gozlenmistir. Glutatyon rediiktaz
aktivitesi biiyiik ol¢iide etkilenmemistir. H2O; igerigi ve protein karbonil miktar1
azalmis, toplam ¢oziinebilir protein icerigi artmustir. Ayrica kuraklik stresli bitkilere
Si uygulamasiyla, Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler icerigi (TBARS), fosfolipaz

asit aktivitesi ve lipoksigenaz aktiviteleri her 2 asamada azalmistur.

Cunha vd. (2009) tarafindan musir bitkisinde yapilan bir ¢aligmada, kalsiyum silikat
ile tedavi edilen, Cd ve Zn ile zenginlestirilmis toprakta yetistirilen misir bitkilerinde
gbzlenen yapisal degisiklikler, Si, Cd ve Zn birikimi ve toleransi arasindaki iligki

incelenmistir. Sonugcta, Si ile tedavi edilen misir bitkilerinin sadece artan biyokiitle
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degil, ayn1 zamanda daha yiiksek metal birikimini ortaya koymustur. Ksilem c¢api,
mezofil, epidermis kalinligi, midvein ve kollenkima tarafindan isgal edilmis
transversal alanda onemli yapisal degisiklikler Si uygulamasmin bir sonucu olarak
gozlenmistir. Koklerin endodermis ve periskl tabakalarinda silika birikiminin, Cd ve

Zn stresi altinda musir toleranst i¢in dnemli bir rol oynadigmi gostermistir.

Chen vd. (2011) tarafindan piringte yapilan bir ¢alismada, kuraklik stresi altindaki
piring bitkilerinde; kuru agirlik, kok oOzellikleri, su potansiyeli, fotosentetik
parametreler, bazal kuantum verimi (Fv/FO) ve PS2 fotokimya (Fv/Fm) maksimum
veriminde azalma meydana geldigi kaydedilmistir. Kuraklik stresi altinda piring
bitkilerine Si uygulandiginda; fotosentetik oran (Pr), terleme orami (Tr), Fv/FO,
Fv/Fm oranmi artmistir. Buna ek olarak su stresi altindaki piring bitkilerinde K, Na,
Ca, Mg ve Fe icerigi artmig, fakat Si ile bitkiler tedavi edildiginde bu besin
seviyelerinde azalma gorilmiistiir. Kuralik stresi altinda kok gelisimi azalmis, Si
uygulamasiyla toplam kok uzunlugu, toplam yiizey alani, toplam kdk hacmi 6nemli
Olciide artmistir. Ayrica piring bitkilerine Si uygulanmasiyla su durumu iyilestirilerek

kuraklik stresine tolerans saglanmustir.

Gilines vd. (2008) tarafindan aycicegi bitkisinde yapilan bir ¢alismada, kuraklik
kosullarinda yetistirilen 12 aygicegi ¢esidinin, yaprak oransal su icerigi (RWC),
stoma direnci (SR), lipid peroksidasyonu (MDA), membran gegirgenligi (MP), prolin
ve HyO; birikimi, nonenzimatik antioksidan aktivitesi ve SOD, CAT, APX savunma
sistemlerinde silisyumun etkileri arastrilmistir. SR, H,O,, prolin ve MDA igerigi
stres altinda tiim ¢esitlerde artmistir. Bununla birlikte Si uygulamasi, dnemli dl¢iide
artan yaprak RWC ve zar hasarmi azaltmistir. CAT aktivitesi kuraklik stresinde
azalmig fakat silisyumla artmistir. Genel olarak ¢esitlerin SOD ve APX aktiviteleri
Kuraklik stresinde artmus, silisyum uygulamasiyla azalmistir. Cesitlerin enzimatik
olmayan antioksidan aktiviteleri kuraklik stresi altinda silisyum tarafindan
arttirilmistir. Bu calismaya dayanarak aygige8i cesitlerinin Si uygulamasiyla

membran hasar1 6nlenmis ve kuraklik stresi azaltilmistir.

Literatiirde silisyum toksisitesini bildiren tek caligmada silisyum tasiyici protein
(Lsil) bugdayda karakterize edilmis ve hem bugday hem de piring bitkisine ait

silisyum tasiyict proteinlerinin - Arabidopsis bitkisinde CaMV35S promotoru
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kontroliinde yiiksek diizeyde ifadesi saglanmistir (Montpetit vd., 2012). Normal
bitkilere kiyasla dokularinda bes kata kadar daha fazla silisyum tasiyan transgenik
bitkilerde silisyumun fitotoksik semptomlara neden oldugu goézlenmistir. LSil geni
koke 6zgii bir promotor kontroliinde yalnizca Arabidopsis kok dokularinda ifade
edildiginde ise benzer toksik etkilere rastlanmamistir. Sonuglar, bugdayda
karakterize edilen Lsil geninin islevsel bir silisyum tasiyict olusunu kanitlamanin
yanisira normal kosullarda dokularinda yiiksek miktarda silisyum biriktirmeyen
(£%0.1) Arabidopsis bitkisinde govde dokularina siliyum alimmin toksik etkilerini
de ortaya ¢ikarmistir. Calisma dahilinde gergeklestirilen gen ifade sisteminin farkl
bitkilere uygulanmasi yoluyla silisyumun islev mekanizmalar1 ve Si aliminin farkli
bitkilerdeki yararli veya toksik etkileri ile ilgili onemli bilgiler edinilebilecegi

belirtilmistir.

Silisyumun yerfistig1 stres metabolizmasi iizerindeki etkilerinin incelendigi tek
calisma kadmiyum stresi altindaki bitkilerle gerceklestirilmistir (Shi vd., 2010).
Calisma dahilinde Cd toleranslar1 farklilik gosteren iki yerfistig1 ¢esidi; direncli
Luzil01 ve duyarhi Luhuall kullanilmistir. Si uygulamasi Cd stresi altindaki
yerfistig1 fidelerinde ceside ve dokuya 6zgii bir iyilestirici etki gostermis, duyarh
cesitte koklerden govdeye Cd tasinimini azaltarak, yaprak hiicre organellerindeki Cd
miktarmi azaltarak ve koklerde SOD, POD ve CAT enzim aktivitelerini arttirarak
toksisite etkilerini azaltmistir. Direngli ¢esitte ise yararl etkilerini yalnizca govde Cd

miktarlarin azaltarak ve antioksidan sistemleri aktive ederek gosterdigi belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu calismada, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 1slah edilmis

olan NC-7 yerfistig1 ¢esidi (Sekil 3.1) kullanilmustir.

Sekil 3.1. Denemede kullanilan bitkisel materyal. NC-7 yerfistig1 tohumlari (a),

¢imlenmis NC-7 yerfistig1 ¢esidi (b).

3.2. Bitki Yetistirilmesi ve Stres Uygulamalan

Yerfistig1 tohumlari, %2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile sterilize edilmelerinin
ardindan, steril perlit iceren 400 ml hacimli polipropilen kaplar i¢inde tiger adet
olacak sekilde, her iki giinde bir 2 Hoagland, 2 Hoagland ve 0.5 mM silisyum
cozeltileriyle (Hoagland ve Arnon, 1950) sulanarak c¢imlendirilmis ve 15 giin
boyunca bitki gelisimi, 16 saat 151k/8 saat karanlik dongiisiinde, 24°C’ de, %50 nem
iceren bitki biiylitme kabininde devam ettirilmistir. Bitkilere, Sigma ALDRICH
Sodium Silicate Solution (Na;O7Sis) ile silisyum uygulanmigtir. Kuraklik stresi, 15
glin sonunda %20 oranda PEG’in besin ortamina eklenmesi ve 3 giinliik periotlarda
sulanmast ile uygulanan, kuraklik uygulamasinin 8. giinii, analizler i¢in gerekli 6rnek

toplanmustir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan uygulamalar. Gri alanlar kontrol uygulamalarini

gostermektedir.
UYGULAMA
ORTAM
Normal kosullar Kuraklik stresi Tuz stresi
(%20 PEG) (160 mM)
% Hoagland X X X
¥ Hoagland + Si X X X
(0.5 mM)

Tuz stresi ise 160mM NaCl,’nin besin ortamina eklenmesiyle, kuraklik stresiyle ayni
periotlarda uygulanmustir. Silisyum (Si) (0.5 mM yogunlukta) uygulamasi yapilan
bitkiler, perlit iizerine yerlestirildikleri andan itibaren silisyum iceren Y2 Hoagland
coOzeltisiyle sulanarak ¢imlendirilmis, kuraklik ve tuz stres uygulamalar1 ve 6rnek

toplama periotlar1 yukarida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.3. Govde/Kok Uzunlugu ve Orani, Kuru/Yas Agirhk ve Bagil Su Iceriginin

Belirlenmesi

On bes giinliik gelisimlerini tamamlamis ve belirtilen siirelerde silisyum varliginda
veya yoklugunda stres uygulanmig bitkiler, kontrol bitkilerle birlikte perlitten
sOkiilmiis, musluk suyu altinda yikanmis ve kok ile gévde uzunluklar1 belirlenerek
oranlanmistir. Kok ve gévde dokular1 birbirinden ayrilarak tartilmis ve 60°C’ de 48
saat kurutulduktan sonra tekrar tartilarak kuru agirliklar1 belirlenmistir. Bagil su
icerikleri (BSU), Smart ve Bingham (1974)’e gére BSU(%) = (Yas agirlik-Kuru
agirlik)/(Turgid agirlik-Kuru agirlik) X 100 formiiliine gore belirlenmistir. Turgid

agirlik, dokularin 24 saat oda 1sisinda distile su i¢inde bekletilmesiyle hesaplanmistir.
3.4. Prolin Miktarinin Belirlenmesi

Prolin miktarinin belirlenmesi, Bates vd. (1973)’e gore 0.3 g govde Orneginin sivi
azotla parcalanarak 1 ml, 3% siilfosalisilik asit icinde ¢ozdiiriilmesiyle baslamistir.

0.1 ml 6rnek, santrifiijii takiben 0.2 ml asid ninhidrin, 0.2 ml 96% asetik asit ve 0.1

ml %3 siilfosalisilik asitle karistirilmistir. Karisimlar 96°C’de 1 saat tutulmus ve 1 ml
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toluenle karigtirilarak tekrar santrifiijlenmis ve {ist fazin absorbans degeri 520 nm’de

okunmustur.

3.5. Hidrojen Peroksit Miktarinin Belirlenmesi

Bernt ve Bergmeyer (1974)’e gore belirlenen miktarlar, 0.5 g gévde dokusunun sivi
azotla parcalanmasi ve 1.5 ml, 100 mM potasyum fosfat tamponuyla, pH 6.8
cOzdiiriilmesiyle baglamistir. Santrifiijlenen ve 0.25 ml supernatan1 toplanan
orneklerde enzimatik reaksiyon 1.25 ml peroksidaz ¢ozeltisi (83 mM potasyum fosfat
tampon, pH 7.0, 0.005% (w/v) o-dianizidin, 40 pg peroksidaz/ml) ile 30°C’ de
karistirilarak baslatilmistir. 10 dakika sonunda reaksiyon 0.25 ml, 1 N perklorik asit
eklenerek durdurulmus, santrifijii takiben iist fazin absorbanst 436 nm’de

Olctilmiistiir.

3.6. Malondialdehit (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

Hiicre zar1 hasarmin belirlenmesi amaciyla MDA miktarlar1 Ohkawa vd. (1979)
metoduna gore hesaplanmistir. 0.2 g govde dokusu sivi azotla homojenize edilip, 1
ml %5 trikloroasetik asit (TCA) eklenmistir. Santrifiijii takiben ayni hacimde
%20’lik TCA iginde %0.5 tiobarbiturik asit (TBA) eklenerek 96°C’de 25 dakika
bekletilmistir. Ornekler buz iginde sogutulmus ve absorbans 532 nm degerinde
okunmustur. Spesifik olmayan absorbans ise 600 nm’de belirlenerek ilk absorbans

degerinden ¢ikartilmistir.

3.7. iyon Sizintist

Iyon s1zintis1 Nanjo vd. (1999) yontemiyle 6 adet yapragin 0.4 M manitol iceren test
tiplerinde 3 saat ¢alkalanmasiyla bekletilmiglerdir. Elektriksel iletkenlik 0.01
mSs/cm - 300mSs/cm araliginda Olgiim yapabilen Thermo Scientific Orion
013016MD MD 2 kondaktivimetre probu kullanilarak C1 olarak belirlenmistir.
Kaynayan suda 15 dakika bekletilip oda 1sisina sogutulan orneklere C2 okumasi

yapilmis ve s1zintrya bagl iletkenlik [(C1/C2) X 100] formiiliiyle hesaplanmustir.
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3.8. Klorofil Miktarimin Belirlenmesi

Klorofil miktarlar1 Lichtenthaler (1983) metoduyla, 3 g yaprak dokusunun s1v1 azotla
parcalanmasi ve santrifiijlenmesini takiben 1 ml sivinin 8 ml aseton ve 1 ml suyla
karigtirilarak  santrifiijlenmesi ve siipernatanin farkli absorbans degerlerinde
belirlenerek asagidaki formiillerle hesaplanmistir.

Klorofil a (mg/L) = 15.65 Abs666 — 7.340 Abs653

Klorofil b (mg/L) = 27.05 Abs653 — 11.21 Abs666

3.9. SOD Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Enzim aktiviteleri Beauchamp ve Fridovich (1971) metoduna gére belirlenmistir. 0.2
g vyaprak Ornegi cam-cam homojenizatorde buz iizerinde homojenizasyon
tamponuyla karistirilmig, santrifiijlenmis ve Siipernatan kullanima kadar -80°C’ de
saklanmistir. Ekstraktlarin protein miktari1 Bradford (1976) yontemiyle belirlenmistir.
Bio-Rad midi jel aparatinda %30°luk (29:1) akrilamid-bis ¢ozeltisiyle ayirma ve
istifleme kisimlarmdan olusan native poliakrilamid jeli hazirlanmistir. Orneklerin
yiiklenmesiyle 6ncelikle 6 V/cm daha sonra da 8V/cm voltajla takip boyasi izlenerek
1.5 mM tris baz ve 38.4 mM glisin igeren yliriitme tamponu i¢inde Orneklerin
ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra jel aparati sokiilerek jelin istifleme kismi
ayrilmisve SOD enziminin farkli izozimlerinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle KCN
ve hidrojen peroksit uygulanmis daha sonra da NBT igeren negatif aktivite boyamasi

gerceklestirilerek enzim izozim bantlar1 belirginlestirilmistir.

3.10. Elemental Silisyumun Belirlenmesi

Yerfistig1 dokularinda elemental silisyum analizi EPA 6010 metoduna uygun olarak
Elmer OPTIMA 5300 DY ICP OES cihazi kullanilarak SDU Deneysel ve Gozlemsel
Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde gergeklestirilmistir.

3.11. Rezveratrol Sentaz ve LEA Gen ifadelerinin Belirlenmesi

Gen bankas1 erisim numaralar1 AB027606.1 ve HM543584.1 olan rezveratrol sentaz
ve LEA genlerine ait mRNA dizilimlerine NCBI (National Center For Biotechnology
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Information) veri tabanindan erigilmis ve bu genlerin transkripsiyon diizeyindeki
ifadesi yar1 kantitatif ters ifadeli PCR (reverse-transcription PCR) teknigi

kullanilarak incelenmistir.

3.12. RNA lzolasyonu

Yerfistig1 yapraklarindan RNA izolasyonu guanidin-izotiyosiyanat lisis ve silika-
membran saflastrmasi metodlarma dayali Qiagen RNeasy bitki mini Kkitleri
kullanilarak  gerceklestirilmistir. Elde edilen toplam RNA’larin  miktar1
spektrofotometrik olarak Nanodrop 2000 ile, kalitesi ise %?2’lik agaroz jel

elektroforezi ile ayrilip goriintiilenerek belirlenmistir.

3.13. Ters ifadeli PCR

Elde edilen RNA molekiillerinden Fermentas First Strand ¢cDNA Sentez Kiti
(Fermentas, ABD) kullanilarak oligodT primerleri yardimiyla cDNA sentezi
gergeklestirilmistir. Bu karisim iginden, NCBI erisim numarast AB027606.1 ve
HM543590.1 olan rezveratrol sentaz ve LEA genleri, belirtilen gen bélgelerine 6zgii,
PrimerPremier 5.0, CA, ABD primer tasarim programiyla tasarlanmis ve ¢ogaltim
icin en uygun kosullar1 saglayan primerler yardimiyla PCR ile ¢ogaltilmis, elde
edilen bantlar %0.8’lik agaroz jeli ilizerinde ayrilarak Biolab UV Tech jel
goriintiileme sistemiyle goriintiilenmistir. Goriintiilenen bantlar NIH (National
Institute of Health) tarafindan gelistirilen ImageJ yazilimi ile analiz edilerek gen

ifade diizeyleri arasindaki farkliliklar belirlenmistir.

3.14. istatistiksel Analizler

Aragtirmada elde edilen veriler, SPSS 16.0 programiyla degerlendirilmistir.
Uygulamalar arasindaki farkliliklar One Way Anova, Tukeys Testiyle belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, silisyumun kuraklik ve tuz stresi altindaki yerfistiginda (Arachis
hypogaea L.) ¢esitli antioksidatif sistem bilesenleri ve gen aktiviteleri lizerine etkisi
arastirtlmigtir. Bitkinin kontrol (K), tuz stresi (T) ve kuraklik stresi (P) gruplarma 8
gin 0.5mM’lik silisyum verilmistir. Yapilan analizler sonucunda anatomik ve

fizyolojik etkiler, biyokimyasal tepkimeler, SOD enzim aktivitesi, silisyum birikimi

ve gen aktivitelerine ait sonuglar degerlendirilmistir.

4.1. Anatomik ve Fizyolojik Etkiler

Silisyumun kuraklik ve tuz stresi altindaki yerfistiginda yas ve kuru agirlik, uzunluk

ve RWC (bagil su igerigi) arastirilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kuraklik ve tuz stresi ile silisyum uygulamalarinin yerfistigi anatomi ve

fizyolojisi tizerine etkileri

Yas Agirhk Kuru Agrhk Uzunluk (cm) RWC (%)
(gn) (an)
K-Si Govde* 3,05+0,205 0,35+0,00 18,92+0,22., 92,12+2,14
K+Si Govde 3,78+0,13, 0,38+0,03 19,56+0,36y 91,35+0,46
T-Si Govde 3,2840, 144 0,47+0,02 17,89+0,51, 87,4043,40
T+Si Govde 3,2940,334 0,49+0,03 17,19+0,52, 93,39+0,65
P-Si Govde 2,72+0,25, 0,39+0,03 17,5120,80.p 88,78+4,42
P+Si Gévde 2,960,034 0,47+0,06 17,750,261 93,05+1,30
K-Si Kok 1,924+0,21,4 0,14+0,00 12,810,214 -
K+Si Kok 1,79+0,07 0,15+0,01 12,63+0,214 -
T-Si Kok 2,17+0,10, 0,24+0,02 12,14+0,16, -
T+Si Kok 2,050,184 0,20+0,00 12,60+0,05., -
P-Si Kok 1,49+0,10, 0,19+0,04 13,46+0,15,, -
P+Si Kok 1,55+0,09,, 0,22+0,02 13,69+0,27, -

* Uygulamalardan K, Hoagland ¢6zeltisiyle sulanan bitkileri, -Si ve +Si sirasiyla i¢inde Si

icermeyen ve 0.5 mM Si iceren Hoagland ¢ozeltisiyle sulanan bitkileri, T tuz stresi ve P

kuraklik stresi uygulamalarini gostermektedir.

** Harfler, ayni siitun iginde yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine goére ayni1 veya farkl

kiimeler i¢cinde gostermektedir.
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Strese maruz birakilmayan kontrol grubunun gévdesine kiyasla silisyum uygulamasi
yapilan bitkinin yas agirlik iizerine vermis oldugu cevapta istatiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte bir miktar arttigi gozlenmistir (Cizelge 4.1). Tuz stresi uygulanan
grupta silisyumun higbir etkisinin olmadigi, kuraklik stresi uygulanan grupta ise
silisyumun govdede yas agirlik miktarmi yine istatiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte bir miktar arttig1 saptanmustir. Silisyum uygulamasi yapilan kontrol ve stresli
bitkiler karsilastirildiginda ise aralarinda fark olmadigi gozlenmistir. Istatistiksel
olarak ayni grupta yer almasina ragmen (p<0.05) kuraklik ve tuz stresine maruz

kalan bitkilerde silisyumun yas agirlik mikarini arttirdig1 saptanmustir.

Bitkinin kok dokusunda silisyumun, kontrol grubunda higbir etkisinin olmadigi, tuz
stresi altindaki bitkilerde istatistiksel olarak farkli olmamakla birlikte yas agirlik
miktarmi azalttig1, kuraklik stresi altindaki bitkide ise yine istatistiksel olarak ayni
kiimede yer almakla birlikte bir miktar yas agwliginmn arttirdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Silisyuma maruz birakilan kontrol ve stresli bitkiler karsilastirildiginda

ise koklerde silisyumun yas agirlik iizerinde higbir etkisinin olmadigi gdzlenmistir.

Yapilan uygulamalara gore degisen kuru agirlik veri sonuglar1 da Cizelge 4.1°de
sunulmustur. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte gévde dokularinda hem
kontrol hem de stres uygulamalarinda silisyum varhiginda kuru agirlik, silisyum

uygulanmayan uygulamalara kiyasla artis gostermistir.

Koklerde ise kontrol, tuz ve kuraklik stresi altinda silisyumun kuru agirlik tizerinde

hi¢bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Normal sartlar altinda tutulan kontrol bitkilerinin gévdesinde silisyumun uzunluk
iizerinde bir etkisinin olmadigi, tuz ve kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin
govdelerinde de yine silisyumun gruplar arasinda farkliliga yol agan etKisinin
olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.1). Bununla birlikte, silisyum uygulanan kontrol ve
stresli bitkiler karsilastirildiginda, tuz stresine maruz birakilan bitkilerde silisyumun
govde uzunlugunu azaltmis oldugu gozlenmistir. Kuraklik stresine maruz birakilan
bitkiler ve kontrol bitkileri de istatistiksel olarak ayni grupta yer almasma ragmen
yine stresli bitkilerde silisyumun etkili oldugu, uzunlugu az miktarda da olsa azalttig1

saptanmuigtir.
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Koklerde ise kontrol uygulamalart ile tuz ve kuraklik stresi altinda silisyumun
uzunluk tizerine bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Kontrol ve tuz stresli
bitkilerin silisyumlu gruplar1 karsilastirildiginda, silisyumun tuz stresinde bir
etkisinin olmadigi ancak kuraklik ve kontrol bitkileri karsilagtirildiginda, kok

uzunlugunun az miktarda arttig1 gdzlenmistir.

Bitkinin kontrol, tuz ve kuraklik stresi altindaki gruplarinda silisyumun govde bagil
su igerikleri (RWC) iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga yol agan bir
etkisinin olmadig1 saptanmustir (Cizelge 4.1).

4.2. Biyokimyasal Tepkiler

Silisyumun kuraklik ve tuz stresi altindaki yerfistiginda iyon sizimntisi, lipid

peroksidasyonu (MDA), hidrojen peroksit (H,O,), prolin, klorofil a ve b miktarlari

iizerine etkileri de arastirilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Biyokimyasal tepkiler

Iyon  Sizmmtiss MDA (nmol/g) H,O, (umol/g)
(%)
K-Si Govde 9,92+1,09,4¢ 2,73+0,04, 0,27+0,01,
K+Si Govde 10,96+0,32y 9,10+0,424 0,34+0,02;
T-Si Govde 5,160,664 5,65+0,21, 0,35+0,02¢
T+Si Govde 4,22+0,17, 3,760,364 0,41+0,02,
P-Si Govde 7,75+0,2644¢ 4,234+0,36y 0,37+0,01 ¢
P+Si Govde 13,63+2,87; 14,97+0,11, 0,39+0,01yc
K-Si Kok 22,15+1,404 1,44+0,47, 0,23+0,15,
K+Si Kok 25,5242,08;4p 4,81+0,33, 0,29+0,00y
T-Si Kok 16,71+0,07, 3,15+0,16y 0,25+0,014
T+Si Kok 19,18+1,694 1,67+0,29, 0,24+0,01,
P-Si Kok 27.17+0.95, 2.39+0,004 0.17+0.01,
P+Si Kok 23.25+3 644 7,390,304 0.39+0,01,
Prolin (mmol/g) Klorofil Miktar
(ng/g)
Kla Klb
K-Si Govde 26,03+0,44, 16,19+1,12 7,54+0,35,
K+Si Govde 23,45+1,044 20,224+0,58 10,10+0,48;,
T-Si Govde 26,03+0,15, 20,79+0,90 11,08+0,48;
T+Si Govde 25,77+1,79, 20,49+0,47 10,57+0,63an
P-Si Govde 32,55+0,82, 17,64+0,28 9,01+0,524p
P+Si Govde 21,13+0,00y 17,40+£1,75 8,91+£1,07 4
K-Si Kok 21,91+0,74, - -
K+Si Kok 24,74+3,43, - -
T-Si Kok 19,85+4,02, - -
T+Si Kok 54,90+9,97, - -
P-Si Kok 31,44+0,89.p - -
P+Si Kok 54,64+4,92, - -

* Uygulamalardan K, Hoagland ¢6zeltisiyle sulanan bitkileri, -Si ve +Si sirasiyla i¢inde Si

icermeyen ve 0.5 mM Si iceren Hoagland ¢ozeltisiyle sulanan bitkileri, T tuz stresi ve P

kuraklik stresi uygulamalarini gostermektedir.

** Harfler, ayni siitun iginde yer alan verileri 0,05 olasilik diizeyine gore ayni veya farkli

kiimeler i¢cinde gostermektedir.



Govdelerde, kontrol, kuraklik ve tuz stresli bitkiler kendi gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda, silisyumun iyon sizintis1 ilizerine bir etkisinin olmadigi
saptanmistir (Cizelge 4.2). Silisyum uygulanan kontrol ve tuz stresli bitkiler
karsilastirildiginda, tuz ve silisyum uygulamasi yapilan bitkilerin kontrole gore iyon
sizmtis1 miktarinin daha diisiik seviyelerde oldugu gézlenmistir. PEG igeren ortamda
gelisen bitkiler ve kontrol bitkileri karsilastirildiginda ise, silisyumun iyon sizintisi

miktarmi arttirdigi saptanmstir.

Koklerde ise, silisyumun iyon sizintisi lizerinde etkisinin olmadigi saptanmustir.
Normal sartlar altinda silisyum uygulanan kontrol bitkileri ile tuz ve PEG
uygulamasi yapilan bitkilerde silisyumun iyon sizitis1 {izerinde hicbir etkisinin

olmadig1 yapilan analizler sonucunda ortaya ¢ikmaistir.

Govde ve koklerde, kontrole kiyasla tuz ve PEG uygulanan bitkilerde MDA miktar1
yaklagik iki kat artmustir (Cizelge 4.2). Normal sartlar altindaki kontrol bitkileri
kendi arasinda karsilastirildiginda, silisyumun MDA miktarini arttirdigi, tuz stresine
maruz kalan bitkilerde, silisyum uygulanan bitkinin silisyum uygulanmayan bitkiye
kiyasla MDA miktarinin azaldigi, kuraklik stresli bitkilerde ise, silisyumun MDA
miktarin1 arttig1 yapilan analizlerle ortaya konulmustur. Goévdelerde, silisyum
uygulanan bitkiler kiyaslandiginda, MDA miktar1 tuz stresli bitkilerde kontrole gore
yaklasik ti¢ kata varan diisiis gOstermektedir. PEG uygulanan bitkilerde ise

silisyumun MDA miktarmi arttirmis oldugu saptanmustir.

Koklerdeki MDA sonuglarina bakildiginda silisyumun tuz stresli bitkilerde MDA
miktarini yaklagik ti¢ kat azalttigi, PEG uygulanan bitkilerde ise silisyumun MDA

miktarmi arttirmis oldugu yapilan analiz sonucunda a¢iga ¢ikmustir.

Hidrojen peroksit (H20;) igin yapilan varyans analizi sonucunda da farkli
uygulamalar arasinda Onemli farkliliklar belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore,
yerfistig1 bitkisinin govdesinde, tuz ve kuraklik stresi hidrojen peroksit miktarmni
arttrmistr (Cizelge 4.2). Kontrol, tuz ve PEG uygulanan bitkiler kendi gruplar1
arasmnda karsilastirildiginda, kontrol ve tuz stresi grubunda silisyum uygulanan
bitkilerin silisyum uygulanmayan bitkilere gore hidrojen peroksit miktarmin arttigi,

kuraklik stresli gruplarda ise hidrojen peroksit miktarinin degismedigi gézlenmistir.
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Yapilan analiz sonucuna gore tuz stresi altindaki bitkilerde silisyumun hidrojen
peroksit miktarini arttirdigi, PEG uygulanan bitkilerde ise bir etkisinin olmadigi

kanitlanmastir.

Bitkinin kok dokusunda, tuz stresi altinda silisyumun hidrojen peroksit miktarini
azalttig1 fakat kuraklik stresi altinda ise hidrojen peroksit miktarmnin artmis oldugu

gozlenmistir.

Govdelerde yapilan prolin miktar analizi ile normal sartlar altindaki kontrol bitkileri
strese maruz birakilan ve silisyum uygulanan diger bitkilerle karsilastirilmistir
(Cizelge 4.2). Sekiz giinliik tuz stresine maruz birakilan bitkiler kontrol bitkileriyle
istatistiksel olarak ayni kiimede yer almaktadir. Yani 8 giinliik stres uygulamasi
sonunda gergeklestirilen prolin analizi, tuzun bitkide prolin birikimine neden
olmadigin1 géstermektedir. Kuraklikta ise bitKinin stresten daha siddetli etkilendigini
gostermektedir. Gruplar silisyum uygulanan ve silisyum uygulanmayan bitkiler
olarak kendi i¢inde kiyaslandiginda, kontrol ve tuz stresli bitkilerde silisyumun
prolin miktar1 iizerinde bir etkisinin olmadigi, kuraklik stresli bitkilerde ise silisyum
uygulanan bitkinin silisyum uygulanmayan bitkiye oranla prolin miktarinin azaldigi
saptanmustir. Silisyum uygulamasi altinda stresin etkisini incelemek i¢in silisyum
uygulanan kontrol, tuz ve PEG stresli bitkiler karsilagtirilmistir. Silisyumun tuz ve
kuraklik stresinde bitkide prolin birikimine olumlu ve olumsuz higbir etkisinin

olmadig1 kanitlanmistir.

Analiz sonucunda yerfistig1 bitkisinin koklerinde, 8 giinliik stresin prolin miktarlari
tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.2). Gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda, kontrol bitkilerinde silisyumun prolin miktar1 tizerinde
bir etkisinin olmadigi, tuz stresli bitkilerde silisyumun prolin miktarini oldukga fazla
miktarda arttirdig1 ve kuraklik stresli bitkilerde ise istatistiksel olarak ayni grupta yer
almasma ragmen silisyumun prolin miktarin1 arttirdgr gozlenmistir. Silisyum
uygulanan kontrol, tuz ve PEG stresli bitkiler karsilastirildiginda ise, tuz ve kuraklik
stresi altinda silisyum uygulanan bitkilerde, prolin miktarmimn yaklasik 2 kata varan

bir oranda artmig oldugu yapilan analiz sonucunda ortaya ¢ikmuistir.
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Klorofil a miktari i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, silisyumun kuraklik ve tuz
stresi altindaki yerfistiginda 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (p<0,05).
Yapilan uygulamalara gore klorofil a miktar1 veri sonuglar1 Cizelge 4.2°de

sunulmustur.

Uygulamalar kendi aralarinda karsilastirildiginda silisyumun klorofil b miktar1
iizerinde de bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.2). Ayrica silisyum
uygulanan kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler kiyaslandiginda yine klorofil b
miktar1 tizerinde silisyumun etkisinin olmadigi yapilan analiz sonucunda ortaya

cikmustir.

4.3. Silisyumun ve stres uygulamalarimin SOD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Silisyumun kuraklik ve tuz stresi altindaki yerfistiginda siiperoksit dismiitaz enzim
aktivitesi tizerindeki etkilerini karsilastirmak amaciyla sonuglar aktivite bant
siddetleri Image J analiz programi yardimiyla sayisallastirilarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. SOD enzim aktivitesi

MnSOD FeSOD Cu/ZnSOD
K-Si Govde 56 104 156
K+Si Govde 74 143 162
T-Si Govde 45 113 131
T+Si Govde 74 157 174
P-Si Govde 61 156 174
P+Si Govde 47 130 156
K-Si Kok 55 182 73
K+Si Kok 60 201 87
T-Si Kok 61 190 92
T+Si Kok 48 187 73
P-Si Kok 48 179 66
P+Si Kok 50 177 100

38



Yerfistig1 govdesindeki farklt SOD izoenzimlerine ait poliakrilamid jel aktivite
boyama sonuglar1 Sekil 4.1°de, SOD enzim aktivitesinin total sonuglar1 ise Sekil

4.2°de verilmistir.

Mn

Fe
Cu/Zn

K-Si  K+Si  T-Si  T+Si P-Si P+Si

Sekil 4.1. Yerfistig1 gévdesinde SOD enzim aktivitesi
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Sekil 4.2. Yerfistig1 gévdesinde total SOD enzim aktivitesi

Govdede stres ele alindiginda; enzim aktivitesinin 8 giinliik tuz stresine tepki
vermedigi, % 20 PEG uygulamasi ile ise artig gosterdigi goriilmektedir. Normal
sartlar altindaki kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler kendi gruplar1 arasinda
silisyum uygulanan ve silisyum uygulanmayan olarak ele alindiginda kontrol ve tuz
stresine maruz birakilan bitkilerde silisyumun gévdede SOD enzim aktivitesini
arttirdigi, PEG uygulanan bitkilerde ise silisyum uygulanan bitkinin silisyum
uygulanmayan bitkiye kiyasla govdede SOD enzim aktivite miktarmin azaldigi

gozlenmektedir. Silisyumun streste etkisinin olup olmadigini anlamak i¢in silisyum
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uygulanan kontrol, tuz ve PEG stresli bitkilerle karsilastirilmistir. Tuz stresinde
silisyumun SOD enzim aktivitesini arttirdigi fakat PEG uygulanan bitkilerde ise
SOD enzim aktivitesini azalttigi goriilmektedir.

Yerfistig1 kokiindeki farkli SOD izoenzimlerine ait poliakrilamid jel aktivite boyama

sonuglar1 Sekil 4.3°de, SOD enzim aktivitesinin total sonuglar1 ise Sekil 4.4’de

verilmistir.

Fe

Cu/Zn

K-Si K+Si T-Si  T+Si P-Si P+Si

Sekil 4.3. Yerfistig1 kokiinde SOD enzim aktivitesi
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Sekil 4.4. Yerfistig1 kokiinde total SOD Enzim Aktivitesi

Kok SOD aktivitesinin 160 mM NaCl uygulamasi ile arttigi, kuraklikta ise 8 giinliik
stres siirecinde kontrol uygulamasi ile hemen hemen ayni yiizdede oldugu
saptanmistir. Ayni gruplara silisyum uygulamalar1 géz oniine alinarak bakildiginda,
normal sartlar altindaki ve kuraklik stresi altindaki bitkilerde silisyumun SOD enzim

aktivitelerini arttirdig1 fakat tuz stresi altindaki bitkilerde SOD enzim aktivitesinin
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azaldig1 goriilmiistiir. Silisyumun kuraklik ve tuz stresine olumlu ya da olumsuz bir
etkisinin olup olmadigini anlamak i¢in kontrol, 160 mM tuz ve % 20 PEG uygulanan
bitkiler karsilastirilmistir. Sonuglara gore, silisyumun tuz uygulanan yerfistigi
koklerinde SOD enzim aktivitesini azalttigi, PEG uygulanan bitkilerde ise yine az
miktarda da olsa SOD enzim aktivitesini azalttig1 saptanmustir.

4.4. Silisyumun ve stres uygulamalarimin dokularda silisyum birikimi iizerine
etkisi

Cesitli uygulamalar altindaki yerfistig1 dokularinda gerceklestirilen elemental analiz
sonuglart kok dokularinda silisyum birikiminin govdelere kiyasla daha fazla
oldugunu gostermistir (Cizelge 4.4). Silisyum igermeyen ortamlarda gelisen kontrol
bitkilerinde de belirli seviyelerde silisyum bulundugu ancak silisyum
uygulamalariyla element miktarmin arttigi belirlenmistir. Gévde dokularinda tuz
stres uygulamasi silisyum miktarin1 azaltirken kuraklik stresi doku ig¢i silisyum

birikimini arttirmistir. Benzer durum kok dokusunda gézlenmemistir.

Cizelge 4.4. Silisyum miktar1 i¢in yapilan elemental analiz (ICP) sonuglar1

Element Derisimi
(mg/ kg numune)

K-Si Govde 7497 + 5.69
K+Si Govde 140.7 + 7.30
T-Si Govde 54.64 + 1.16
T+Si Govde 65.52 + 6.81
P-Si Govde 107.0 = 7.22
P+Si Govde 302.2 + 29.79
K-Si Kok 321.0 + 21.49
K+Si Kok 386.5 + 21.23
T-Si Kok 248.4 + 35.87
T+Si Kok 379.0 + 30.00
P-Si Kok 249.3 + 17.47
P+Si Kok 308.3 + 3.31
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4.5. Silisyumun ve stres uygulamalarimin LEA ve STS gen ifadeleri iizerine etkisi

Bitki kok ve govdesinde LEA gen ekspresyonunun hem stresle hem de silisyumun
varlhigindaki artis ve azalislari, ters transkripsiyon PCR analizi sonucunda belirlenmis
ve agaroz jeli lizerindeki bant yogunluklar1 Image J jel analiz progranmi yardimiyla

hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Gen ifadeleri

LEA STS Aktin
K-Si 105 109 163
K+Si 121 52 114
T-Si 130 97 220
T+Si 121 47 108
P-Si 126 60 120
P+Si 142 76 138
K-Si Kok 105 84 127
K+Si Kok 101 52 139
T-Si Kok 64 39 122
T+Si Kok 130 72 221
P-Si Kok 117 88 172
P+Si Kok 97 31 241

Yerfistig1 bitkisinin kok ve govdesindeki aktin gen ifadesi Sekil 4.5.de
goriilmektedir. Yapilan ¢calismada aktin geni, i¢sel kontrol olarak, uygulanan stresin
yasamsal genlerin aktivitesini susturacak siddette olmadigini gdstermek amaciyla

kullanilmstir.

Sekil 4.5. Yerfistig1 bitkisinin gévde (a) ve kokiindeki (b) aktin geni (1-Kontrol-Si,
2-Kontrol+Si, 3-160 mM NaCl-Si, 4-160 mM NaCl+Si, 5-%20 PEG-Si, 6-
%20 PEG+SI)
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Normal sartlar altindaki kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler kendi gruplar1
arasinda silisyum uygulanan ve silisyum uygulanmayan olarak ele alindiginda
kontrol ve PEG stresine maruz birakilan bitkilerde silisyumun gévdede LEA gen
ifadesini arttirdigi, tuz stresi uygulanan Dbitkilerde ise silisyumun, silisyum
uygulanmayan bitkiye gore govdede LEA gen ifadesini azalttigi gozlenmektedir
(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Silisyumun streste etkisinin olup olmadigini anlamak igin
silisyum uygulanan kontrol ile tuz ve PEG’e maruz birakilan bitkiler
karsilastirtlmistir.  Tuza maruz birakilan bitkilerde LEA gen ifadesininde bir
degisiklige rastlanmamistir. Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde ise LEA gen

ifadesi 6nemli Olgiide artmustir.

la 2a 3a 4a 5a 6a 1b 2b 3b 4b  5b 6b

Sekil 4.6. Agaroz jelde yerfistiginin gévde (a) ve kokiindeki (b) LEA gen ifadesi (1a-
Kontrol-Si, 2a-Kontrol+Si, 3a-160mM NaCl-Si, 4a-160mM NaCl+Si, 5a-
%20 PEG-Si, 6a-%20 PEG+SI, 1b-Kontrol-Si, 2b-Kontrol+Si, 3b-160mM
NaCl-Si, 4b-160mM NaCl+Si, 5b-%20 PEG-Si, 6b-%20 PEG+Si)
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0
K-SI | K+Si T-Si T+Si P-Si P+Si
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Sekil 4.7. Yerfistig1 govdesindeki LEA gen ifadesi

Normal sartlar altindaki kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler kendi gruplar:
arasinda silisyum uyulanan ve silisyum uygulanmayan olarak ele alindiginda kontrol

ve kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde silisyumun kokte gen ifadesini
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azalttigi, tuz stresi uygulanan bitkilerde ise silisyumunun silisyum uygulanmayan
bitkiye gore kokte LEA gen ifadesini arttirdigi gézlenmektedir (Sekil 4.6 ve Sekil
4.8). Silisyumun streste etkisinin olup olmadigin1 anlamak i¢in silisyum uygulanan
kontrol, tuz ve PEG uygulanan bitkiler karsilastirilmistir. Tuza maruz birakilan
bitkilerde LEA gen ifadesi artmigtir. Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde ise

LEA gen ifadesi azalmistir.

140

120
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40
20

K-Si K+Si T-Si T+Si P-Si P+Si
Kok Kok Kok Kok Kok Kok
mSeril| 105 101 64 130 117 97

Sekil 4.8. Yerfistig1 kokiindeki LEA gen ifadesi

Govdede stres ele alindiginda; bitkinin 8 giinliik tuz ve kuraklik stresinde STS gen
ifadelerinin tepki vermedigi, hatta STS gen ifadelerini azalttig1 goriilmektedir (Sekil
4.9 ve Sekil 4.10). Normal sartlar altindaki kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler
kendi gruplar1 arasinda silisyum uygulanan ve silisyum uygulanmayan olarak ele
alindiginda kontrol ve tuz stresine maruz birakilan bitkilerde silisyumun goévdede
STS gen ifadesini azalttigi, kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde ise silisyum
uygulanan bitkinin silisyum uygulanmayan bitkiye gore govdede STS gen ifadesini
arttirdigl gézlenmektedir. Silisyumun streste etkisinin olup olmadigini anlamak igin
silisyum uygulanan kontrol, tuz ve PEG stresli bitkiler karsilastirilmistir. Tuza maruz
birakilan bitkilerde STS gen ifadesininde artma ya da azalma olmamustir. Kuraklik

stresine maruz birakilan bitkilerde ise STS gen ifadesi 6nemli dl¢lide artmistir.
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la 2a 3a 4a 5a 6a 1b 2b 3b 4h 5b 6b

Sekil 4.9. Agaroz jelde yerfistiginin govde (a) ve kdkiindeki (b) STS gen ifadesi (1a-
Kontrol-Si, 2a-Kontrol+Si, 3a-160mM NaCl-Si, 4a-160mM NaCl+Si, 5a-
%20 PEG-SI, 6a-%20 PEG+SI, 1b-Kontrol-Si, 2b-Kontrol+Si, 3b-160mM
NaCl-Si, 4b-160mM NaCl+Si, 5b-%20 PEG-SI, 6b-%20 PEG+SI)

Bitki govdesinde STS gen ekspresyonunun hem stresle hem de silisyumun

varlhigindaki artis ve azaliglar1 Sekil 4.10.’da goriilmektedir.
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Tiln

0
K-Si | K+Si | T-Si | T+Si | P-Si | P+Si
(mSeril| 109 52 97 47 60 76

Sekil 4.10. Yerfistig1 govdesinde STS gen ifadesi

Bitki kokiinde STS gen ekspresyonunun hem stresle hem de silisyumun varhigindaki

artis ve azaliglar1 Sekil 4.11.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Yerfistig1 kokiinde STS gen ifadesi

Kokte stres ele alindiginda; bitki 8 giinliik stres siirecinde 160 mM NaCl’ de STS
genlerinin bir etkisinin olmadig1 hatta tuz stresinde gen ifadesinin azaldigi, % 20
PEG’ de ise STS geninin kuraklik stresindeki ifadesinin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.9
ve Sekil 4.11). Normal sartlar altindaki kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler kendi
gruplar1 arasinda silisyum uygulanan ve silisyum uygulanmayan olarak ele
alindiginda kontrol ve kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde silisyumun kokte
gen ifadesini azalttig1, tuz stresine maruz birakilan bitkilerde ise silisyum uygulanan
bitkinin silisyum uygulanmayan bitkiye kiyasla kokte STS gen ifadesini arttirdigi
goriilmiistir. Silisyumun streste etkisinin olup olmadigini anlamak igin silisyum
uygulanan kontrol, tuz ve kuraklik stresli bitkiler karsilastirilmistir. Tuza maruz
birakilan bitkilerde STS gen ifadesi artmistir. Kuraklik stresine maruz birakilan

bitkilerde ise STS gen ifadesi azalmustir.

46



5. TARTISMA ve SONUC

Hizl niifus artisina baglh olarak gida tiiketiminin giderek artmasi, tarim alanlarmdaki
azalma ve gesitli stres faktorlerinin etkisiyle, tarim alanlarinda meydana gelen iiriin
kaybi, iiretim tiiketim dengesinin bozulmasina yol agmistir. Bu nedenle ya tarim
alanlarinin genisletilmesine, ya da {iriin verminin arttirilmasina yonelik uygulamalar
onem kazanmistir. Hizla artan diinya niifusunun 2050 yilinin sonunda 6 milyar kisiye
ulasacag1 beklenmektedir. iklim degisikligi etkisi ile de 2050 yili itibariyle tiim
ekilebilir tarim alanlarmin yarisindan fazlasinda tuz konsantrasyonunda ciddi bir artis
beklenmektedir. (Mahajan ve Tuteja, 2005). Dolayisiyla tuzluluk ve kuraklik tarim
alanlarinin verimini tehdit eden iki temel stres faktorii olacaktir. Arastiricilar mevcut
tarimsal alanlarda strese toleranshi bitkileri gelistirerek bu durumun {istesinden

gelmeyi hedeflemisdir (Bartels ve Sungar, 2005; Liu vd., 2008).

Bu ¢aligmada zengin bir protein ve yag kaynagi olan yerfistiginin, kuraklik ve tuz
stresleri altinda degisen gévde/kok uzunlugu, kuru/yas agirlik ve bagil su icerigi,
prolin, malondialdehit, hidrojen peroksit ve klorofil miktarlari, iyon sizintisi,
silisyum birikimi ve SOD enzim aktiviteleri gibi antioksidan sistem gostergeleri ile
LEA ve rezveratrol sentaz gen aktiviteleri, silisyum varhginda kontrol bitkilerle

karsilagtirmali olarak kok ve govde dokularinda incelenmistir.

Istatistiksel olarak anlamli degisimler olmamakla birlikte uygulanan streslerin
yerfistig1 anatomisi tlizerinde olumsuz etkileri gozlenmistir. Kuraklik stresinin yas
agirlik tizerindeki etkileri tuz stresine kiyasla daha belirgin bulunmus, her iki stresin
gévde uzunlugu ve su tutma kapasitesi lizerindeki etkileri benzer siddette olmustur.
Silisyum uygulamasi yanliz bagina gergeklestirildiginde dahi incelenen tiim anatomik
parametreler iizerinde olumlu etkiler gostermis, her iki stres uygulamasi altinda da
genellikle doku kuru ve yas agirliklari ile uzunluklarinin artmasma neden olmustur.
Stres altindaki dokularda su tutma kapasitesi de silisyum varliginda belirgin bigimde
artmigtir. Literatiirde bir¢ok ¢alisma silisyumun stres altindaki dokularda iyilestirici
etkilerini bildirmektedir. Ornegin Chen vd., (2011) tarafindan piringte yapilan bir
calismada, kuraklik stresi altindaki piring bitkilerinde, kok gelisimi azalmis, Si

uygulamasiyla toplam kdk uzunlugu 6énemli 6l¢lide artmustir.
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Iyon sizmtis1 analizi bulgular1 incelendiginde, stres uygulamalarnin da silisyum
uygulamasinin da kontrol dokularla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar olusturmadig belirlenmistir.

Olusan malondialdehit (MDA) miktarinin tespit edilmesi amaciyla gerceklestirilen
yag peroksidasyonu analizi sonucunda, yerfistigi dokularinin kuraklik ve tuz stresine
farkli cevaplar verdigi belirlenmistir. Yerfistig1 kok ve govde dokularina tuz stresi ve
silisyum uygulanan bitkilerde, MDA miktar1 3 kata varan bir azalma gostermistir. Bu
sonug, silisyumun, yerfistigi kok ve govdesinde stresin toksik etkisini azalttigini
gostermistir. Ancak silisyum uygulamasi kuraklik stresi altinda her iki dokuda da
hiicre zar1 yag peroksidasyonunu yaklasik 3 kat artirmistir. Ayrica, yalnizca silisyum
uygulamasi yapilan bitkilerde de kontrol bitkilere kiyasla MDA seviyelerinde

belirgin artiglar gézlenmistir.

Doku hidrojen peroksit miktarlarinin analizi de, hem uygulanan streslerin hem de
yalnizca silisyum uygulamasinim, incelenen reaktif oksijen tiirliniin seviyesini
arttirdigim1 gostermistir. Uygulanan stresler altinda govde dokularmdaki hidrojen
peroksit seviyeleri silisyum varligindan etkilenmezken, kuraklik stresi altinda kok
hidrojen peroksit seviyesi anlamli bir artis gdstermistir. Incelenen bu parametre de
silisyum uygulamasmin kuraklik stresi altindaki dokularda daha belirgin bir toksisite

olusturdugunu desteklemistir.

Doku prolin seviyelerinin analizi, yerfistigi kok dokusunda silisyum uygulamasinin,
hem tuz hem de kuraklik stresi altinda, incelenen ozmoprotektan miktariin yaklagik
2 kat artigina neden oldugunu gostermistir. Govde dokularinda ise silisyum varlignin
stres kosullarinda prolin birikimine bir etkisi olmamis, kuraklik stresinde ise silisyum
uygulamasi prolin birikimini 6nemli dl¢lide azaltmustir. Silisyum uygulamasi yalniz

basina doku prolin miktarinda degisime neden olmamustir.

Stiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktivitesi analizi sonucuna gore, tuz stresine
maruz birakilan ve silisyum uygulanan kok ve govde dokulari farkli yanit
vermiglerdir. Yerfistigi gévde dokusunda, hem normal sartlarda hem de tuz stresi
altinda gerceklestirlen silisyum uygulamast SOD enzim aktivitesini arttirmigtir.

Ancak silisyum varhigi kuraklik stresi altinda enzim aktivitesini diistirmiistiir.
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Kuraklik stresi altinda silisyum uygulamasmin bir¢ok stres parametresini olumsuz
etkiledigi goz oOnilinde bulunduruldugunda, silisyumun, govde dokusunun iginde
bulundugu yiiksek oksidatif stres nedeniyle enzimin yapisinda bozulmalara
dolayistyla aktivite diislisiine neden olmus olabilecegi diisiinilmektedir. Kok
dokusunda kuraklik stresinin etkisi govdedeki kadar siddetli olmamis ve bu dokuda
SOD enzim aktivitesi koruyucu islevine artarak devam etmistir. 160 mM NaCl ve
silisyum uygulanan kok dokusunda ise, tuz stres uygulamasiyla artan SOD enzim

aktivitesi, silisyum uygulamasiyla kontrol seviyesine gerilemistir.

Elemental analiz sonuglar1 koklerde silisyum birikiminin govde dokusuna kiyasla
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Silisyum varliginda hem govde hem de kok
dokularinda silisyum birikimi kontrol uygulamasina kiyasla artmistir, ancak govdede
bu artig 2 kata varan oranlarda, dolayisiyla koke kiyasla daha belirgin olarak
gerceklesmistir. Tuz stresinin govde dokularina silisyum tagmimini olumsuz
etkiledigi, koklerde ise benzer bir etkisinin olmadigi gozlenmistir. Kuraklik stresinin
ise doku i¢inde silisyum birikimini engelleyici bir etkisi olmamustir. Bu veriler
kuraklik stresi altinda silisyum uygulamasi yapilan bitkilerde daha yogun olarak

gbzlenen silisyum toksisitesi bulgusunu destekler niteliktedir.

Bu proje dahilinde ifadesi incelenen LEA7-1 geni ile ilgili literatiirde tohum
gelisiminin hangi asamalarinda ve diger hangi bitki dokularinda ifade edildigi
iizerine tek bir caligma bulunmaktadir ve ifadesi tohum dokusuyla kisitl birgcok LEA
gen ailesi iiyesi genden farkli olarak kok ve yaprak dokularinda onemli miktarda
ifade gosterdigi belirlenmistir (Su vd., 2011). Belirtilen genin ifadesinin tuz ve
kuraklik stresi altindaki dokulardaki ifadesi ilk olarak bu proje dahilinde incelenmis
ve tuz stresi altindaki govde dokularinda belirgin bir diisiis gozlenirken kok
dokularinda arttig1 tespit edilmistir. LEA7-1 gen ifadesi incelenen her iki dokuda da

kuraklik stresi altinda artis gdstermistir.

Cesitli stres kosullarinda miktar1 artan bir sekonder metabolit olan resveratrol
tiretiminden birinci derecede sorumlu olan stilben sentaz (STS) gen ifadesi yerfistigi
dokularinda tuz ve kuraklik stres uygulamalariyla artis gostermemistir. Silisyum
uygulamasi da yalniz basma STS gen ifadesini azaltmis, govdede tuz, kokte ise

kuraklik uygulamas: altinda ifadenin belirgin bicimde azalmasmni saglamistir.

49



Literatlirdeki caligmalarla abiyotik streslere kiyasla patojen istilasi benzeri biyotik
streslerden daha fazla etkilendigi ortaya konulmus olan resveratrol seviyelerinin, bu
caligma dahilinde de STS gen ifadesi diizeyinde ¢esitli abiyotik streslerden

etkilenmedigi desteklenmistir.

Sonu¢ olarak, silisyumun kuraklik ve tuz stresi altindaki yerfistig1 bitkilerinde
incelenen bazi parametreler dahilinde olumlu etkiler gosterdigi ve streslerin toksik
etkisini azaltt1g1 goriillmektedir. Kuraklik stresi altinda silisyum uygulanan bitkilerde;
govde dokusundaki prolin miktarlar1t ve SOD enzim aktivitesi ile kok dokularindaki
LEA ve STS gen ifadesinin azaldigi goriilmektedir. Tuz stresi altinda silisyum
uygulanan bitkilerde ise; kok ve gdvde dokularindaki MDA miktari, kok dokusunda
SOD enzim aktivitesi ve govde dokusunda STS gen ifadesinin azaldigi
gorilmektedir. Shi vd. (2010)’nin yerfistig1 bitkisinde yaptig1 bir c¢alismada,
silisyumun govde dokularinda Cd birikimini azalttigi ve Cd kaynakl oksidatif hasar1
kontrol altina aldig1 goriilmektedir. Ayrica farkli bitki tiirlerinde yapilan birgok
calismada, farkli stresler altinda (kuraklik, agir metal, so§uk vb.) uygulanan
silisyumun, streslerin toksik etkisini azalttigi ve streslere karsi tolerans sagladigi
gbzlenmistir (Gong vd., 2008; Cunha vd., 2009; Sonobe vd., 2011; Chen vd., 2011,
Giines vd., 2008).

Bununla beraber silisyumun kuraklik ve tuz stresi altindaki yerfistigi bitkilerinde
olumsuz etkilere de neden oldugu ve bitki dokularinda toksik etkilerinin bulundugu
gozlenmistir. Kuraklik stresi altindaki silisyum uygulanan bitkilerde; kok ve gévde
dokusundaki MDA miktarlar1 ile kok dokusundaki H,O; ve prolin miktarinin arttigi
gbzlenmistir. Tuz stresi altinda silisyum uygulanan bitkilerde ise; govde dokusundaki
SOD enzim aktivitesi, kok dokusundaki prolin miktar1 ve LEA gen ifadesinin belirgin
bigimde arttigi goriilmektedir. Literatiirde silisyum toksisitesini bildiren tek
calismada hem bugday hem de piring bitkisine ait silisyum tasiyici proteinlerinin
Arabidopsis bitkisinde CaMV35S promotoru kontroliinde yiiksek diizeyde ifadesi
saglanmistir (Montpetit vd., 2012). Normal bitkilere kiyasla dokularinda bes kata
kadar daha fazla silisyum tasiyan transgenik Arabidopsis bitkilerinde silisyumun
fitotoksik semptomlara neden oldugu goézlenmistir. Calismada normal kosullarda
dokularinda yiiksek miktarda silisyum biriktirmeyen (<%0.1) bitkilerde silisyumun
toksik etkilere neden olabilecegi ifade edilmistir. Yerfistig1 bitkisinde gergeklestirilen
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elemental silisyum analizi sonuglari, silisyum uygulamalarmma olumlu yanit veren
cesitli tahillara kiyasla yerfistig1 dokularinda daha az miktarda silisyum bulundugunu

gostermistir. Bu bulgular Montpetit vd.,’ye ait hipotezi destekler niteliktedir.

Bu ¢alisma kapsaminda yerfistiginda, kuraklik ve tuz stresleri ile bu stresler altinda
silisyum uygulamasmin, yerfistiginin anatomik 06zellikleri, antioksidatif sistem
bilesenleri ve iki farkli gen ifadesine etkisi karsilastirmali olarak incelenmistir. Elde
edilen veriler silisyumun gesitli parametreler dahilinde kuraklik ve tuz streslerini
belirli dokularda hafifletici etkisi oldugunu ortaya koymus ancak belirli kosullarda
silisyumun toksik etkilerine de rastlanmistir. Yapilan ¢alismalar, uygulama siiresi ve
miktarmin detayli bicimde optimize edilmedigi siirece tarimsal silisyum
uygulamalarmin bitki stres direncine olumsuz etkiler de yapabilecegini ortaya
koymustur. Bu nedenle c¢alisma basinda hipotez edildigi bicimde yerfistigi
yetistiriciliginde toprak silisyum miktarmin arttirilmast pratikte kullanish

bulunmamastir.

Incelenen iki genden birisi olan stilben sentaz proteini kodlayan gene 6zgii ifadeler
tuz ve kuraklik stresleri altinda belirgin degisimler gostermeyerek yerfistigi
dokularinin incelenen streslere karsi toleransinda onemli rolleri olmadigi tespit
edilmistir. LEA gen ifadesi ise incelenen iki stres altinda da ozellikle gdvde
dokularinda belirgin bicimde artmis ve yerfistig1 abiyotik stres toleransi igin
molekiiler 1slah c¢aligmalarinda kullanim potansiyeli olan onemli bir gen oldugu

belirlenmistir.
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