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OZET

Kuraklik sartlarinda Hordeum vulgare L.(arpa) Bitkisine Uygulanan Siklitoliin Protein

ifadeleri ve ABA Seviyesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Bu ¢alismada kuraklik stresine maruz birakilan Hordeum vulgare L. (arpa) bitkisine bir
siklitol tlirevi olan di-siklopentan-1,2,3-triol uygulamasi sonucunda ortalama biyokiitle, ABA
hormonu miktar1 ve protein ifadelerinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Kuraklik
stresi toplam biyokiitleyi azaltirken, ABA hormonunun miktarim ise arttirmistir. Dissal dI-
siklopentan-1,2,3-triol uygulanmasiyla birlikte ise gerek kontrol gerekse kuraklik uygulanan
bitkilerde biyokiitlede artis, ABA hormon miktarinda ise azalma meydana gelmistir.

Ozmotik ayarlayici olan siklitollerin arpa iizerindeki etkisini gostermek icin 2-DE ve
MALDI-TOF-MS kullanilmis ve bu uygulamanin protein ifadelerinde dnemli degisikliklere neden
oldugu belirlenmistir. Toplamda 32 proteinin miktarinda istatistiksel olarak degisiklik
olmustur. Siklitol uygulamasi, Oksijen olusumunu arttiran protein 1 (OEE1), Klorofil a-b
baglayici protein, Fosfogliserat kinaz, Rubisco, Karbonik anhidraz, Ferredoksin-NADP rediiktaz,
Fosforibulokinaz, karbonik anhidraz (CA), Malat dehidrogenaz, sitosolik Fosfogliserat kinaz, 20
kDa Saperonin, Kalsiyum baglayic1 protein (CML42) gibi proteinlerin miktarlarinda artislara
neden olmustur. Siklitol uygulamasi1 Fosforibulokinaz ile Fosfogliserat kinaz miktarlarinda
azalmaya neden olmustur. S-adenosilmetionin sentazin miktar: siklitol uygulamasi ile birlikte
kontrol gruplarinda azalirken kurak gruplarda ise artmistir. Kuraklik kosullarindaki arpaya
dissal sentetik siklitol uygulamasi, o6zellikle fotosentez, enerji, biyosentez ve antioksidan
mekanizmalariyla ilgili olan protein miktarin1 6nemli 6l¢iide degistirmistir.

Calismalarimizin sonucunda elde ettigimiz veriler 1s1ginda siklitol uygulamasinin

bitkinin kurakliga karsi toleransini arttirdigi séylenebilir.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Cyclitol Applied to Hordeum vulgare L. (barley) on Protein

Expression and ABA Level in Drought Conditions

In this study, changes in total biomass, ABA hormone content and protein expression
were investigated inHordeum vulgare L that exposed to drought stress and treated by dl-
cyclopentane-1,2,3-triol. Drought stress decreased the total biomass and increased the amount
of ABA hormone. While the application of exogenous dl cyclopentane-1,2,3-triol increased
biomass, it decreased ABA hormone content in both control and drought treated-plants.

2-DE and MALDI-TOF-MS were used to show the protective effect of cyclitol, which are
osmotic regulators, on barley and changes in protein expression was found. There was a
statistically significant change in the amount of 32 proteins in total. Cyclitol application caused
of quantities of proteins such as Oxygen-evolving enhancer protein 1 (OEE1), Chlorophyll a-b
binding protein, Phosphoglycerate kinase, Rubisco, Carbonic anhydrase, Ferredoxin--NADP
reductase, Phosphoribulokinase, Carbonic anhydrase(CA), Malate dehydrogenase, Cytosolic
Phosphoglycerate kinase, 20 kDa chaperonin, Calcium-binding protein CML42. Cyclitol
application caused decrease of quentities of Phosphoribulokinase and Phosphoglycerate kinase.
The quantity of S- adenosylmethionine synthetase decreased in control groups but increased in
drought groups with cyclitol application. The application of exogenous synthetic cyclitol to
barley under drought conditions has significantly altered the amount of protein associated with
photosynthesis, energy, biosynthesis and antioxidant mechanisms.

In the light of the data obtained from our studies, it can be said that cyclitol application

increases the tolerance of the plant against drought.

Keywords: Barley, drought, cyclitol, ABA, proteomic
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1. GIRIS

Ekonomik olarak 6nemli bir bitki olan arpa daha ¢ok malt endiistrisi ve hayvan yemi
olarak kullanilsa da giliniimiizde insan beslenmesinde gida katkisi olarak ta kullanilmaya
baslanmistir. Arpa diinyada en ¢ok tretilen tahil bitkileri icerisinde dordiincii siradadir. Yillik
liretim orani ortalama olarak 150 milyon ton civarindadir ve Tiirkiye’de bu orana her yil

degiskenlik gostermekle birlikte yaklasik olarak 6.7 milyon ton/yil katki saglamaktadir (tablo
1.1)

Tablo 1.1. 2018 FAO istatistik verilerine gore diinya genelince en ¢ok arpa iiretimi yapilan
tilkelerin siralamasi

Sira | Ulke Uretim

1 Rusya 17,992,517
2 Almanya 10,730,500
3 Fransa 10,306,008
4 Ukrayna 9,435,710
5 Avustralya 8,992,274
6 Kanada 8,704,300
7 Ispanya 7,979,590
8 Tiirkiye 6,700,000
9 Birlesik Krallik 6,655,000
10 Amerika Birlesik Devletleri 4,338,850

Onemli Arpa iireticisi tilkelerden biri olan Tiirkiye’de ise arpa bugdaydan sonra en ¢ok

tretimi yapilan tahil iirtintidiir (Sekil 1.1.).

" Yulaf
Celtik Cawvdar

11% 0'3%1&,1,3%
i
' L3 ig

Sekil 1.1. Tiirkiyede tahil iiretim oranlan (TUIK,2013)
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Ulkemizde iiretilen arpanin biiyiik bir kismi diinyada oldugu gibi hayvan yemi olarak,
kiicik bir miktar1 ise malt endiistrisinde kullanilmaktadir. Tiirkiye 6nemli arpa ireticisi
tilkelerden biri olmasina ragmen o6zellikle malt endiistrisinde kullanilan kaliteli arpa ithal
edilmektedir [1].

Bitkiler yasamlari boyunca, gelisimlerini olumsuz etkileyecek cevresel stres faktorleri ile
karsilasmaktadirlar [2].Bu c¢evresel stresler bitkilerde cesitli mekanizmalar: etkileyerek ciddi
verim kayiplarina neden olurlar. Bu nedenle bilim insanlar1 uzun zamandan beri bitkilerin bu
streslerle basa c¢ikabilmek icin gelistirdikleri stratejileri anlayabilmek adina g¢alismalar
yuritmektedirler. Cevresel stresler abiyotik ve biyotik stres faktorleri olmak tizere iki biiyiik

gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 1.2.) [3].

Abiyotik e Kuraklik * Su

e Tuzluluk * Mineral
Stres Al * pH

Faktorleri e

Biyotik e Funguslar

e Bakteriler
Stres e Hayvanlar

=141 8 SR o Diger bitkiler

Sekil 1.2. Cevresel stres etmenleri

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan kuraklik, bitki gelisimini ve {iriin verimini
etkileyen 6nemli bir stres etmenidir, diinyadaki ekilebilir alanlarin biiytik kismi kisa ya da uzun
stireler boyunca kuraklik stresinden etkilenmektedirler. Yayinlanan raporlar kuraklik stresinin
%26’k pay: ile diinya lizerinde tarimsal alanlar1 en ¢ok etkileyen abiyotik stres oldugunu
gostermektedir [4].

Dogalar geregi aktif hareket edemeyen bitkiler, ¢cevresel kosullara uyum saglayacak
tolerans mekanizmalari gelistirmisledirler [4,5]. Cevresel streslere biyokimyasal, fizyolojik ve
molekiler diizeyde tepkiler olusturan bitkiler bu sayede dayaniklilik mekanizmalarini ortaya
koyarlar. Kuraklik s6z konusu oldugunda tiim bu dayanikliik mekanizmalar: li¢ ana strateji
altinda toplanmaktadir, bunlar; kurakliktan kac¢inma, kurakliga tolerans ve kurakligin

ertelenmesi stratejileridir.
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Kurakliktan ka¢inma; kuraklik doénemi baslamadan o6nce yasam dongiisiiniin
tamamlanmasi durumudur. Bu durumda bitkiler kuraklik baslamadan 6nce hizli bir bliyiime ve
gelisme gostererek yasam dongiilerini tamamlarlar. Kuraklik toleransinda ise kurakliga maruz
kalan bitkilerin metabolizmalarini devam ettirmeleri s6z konusudur. Tolerans strese Kkarsi
bitkinin dayaniklilik kapasitesini ifade etmektedir ve bunun icin metabolizmada kisa ve uzun
stureli ciddi degisiklikler meydana gelmektedir. Kurakligin ertelenmesi ise stres altinda
bitkilerin mevcut su durumlarini koruma yetenegi olarak ifade edilir. Bu mekanizma icin ise
yaprak alaninin kiiciilmesi, yapraklarin mumsu bir tabaka ile kaplanmasi, derinlere dogru kok
gelisiminin tesvik edilmesi gibi stratejiler ile kuraklik stresinin ertelenmesi saglanmaktadir [6].

Kuraklikla karsilasan bitkilerin siklikla bagvurduklar1 diger bir yontem ise hiicre turgor
basinglarimi (su potansiyel miktar1) degistirerek ozmotik ayarlama yapabilmeleridir. Boylece
bitki hiicrelerinin kuraklik stresinden en az sekilde etkilenmeleri saglanir [7]. Bunu,
hiicrelerinde su tutucu molekiiller biriktirerek yapabilmektedirler. Bu su tutucu molekiillerden
birisi siklitoller olarak adlandirilan halkali yapilardir (Sekill.3.). Coklu hidroksi grubu igeren
siklitoller karbonhidrat tiirevleridir. Bunlarin kuraklik sirasinda biriktirdigi ve bitki
hiicrelerinin ozmotik potansiyellerini degistirdikleri bilinmektedir [8]. Siklitoller su kaybinm

Onlemenin yani sira fotosolunumun da énlenmesine yardimeci olabilmektedirler [5,9].

POLIOLLER SIKLITOLLER
Glycerol Sorbitol myo-Inositol

H»-C-OH  y,c0H
| 1

H—(l?—DH H-C-OH OH OH
| |
HQ—C—OH HO—C—H DH
|
H-C-OH
| HO
H-C-OH
I
HyC-OH OH

Sekil 1.3. Poliol ve siklitollerin genel yapisal formiilleri, Yancey, 2005

Kurakliga maruz kalan bitkilerde meydana gelen diger bir 6nemli degisiklik ise
hormonal diizeyde meydana gelen degisikliklerdir. Kuraklik stresi sirasinda ABA hormonunun
miktar1 artar. Kuraklik stresi ile birlikte olusan diisiik su potansiyeli altinda kokte sentezi
gerceklestirilen ABA, koklerden ksileme aktarilarak yapraklara tasinir ve buralarda ilgili ABA
reseptorlerine baglanarak stomalarin kapanmasina aracilik ederler. ABA, bekei hiicrelerdeki

Ca*2 iyonunda artisa sebep olur ve bu artis stomalarin kapanmasinda etkin rol oynamaktadir.
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ABA'nin reseptorlere baglanmasindan sonra hiicre icerisinde bircok gen uyarilir ve aktif bir
kapanma mekanizmasi gelisir. Stomalarin a¢ilip kapanmasi kilit hiicrelerinin sismesi veya
biiziilmesi ile ayarlanir.Kilit hiicrelerindeki ozmotik basincin artmasi stomalarin ag¢ilmasina
neden olur. Bu agilma fotosentez icin gerekli CO;'in alinmasi icin gereklidir fakat bu
acikliklardan yaklasik olarak mevcut suyun %901 kaybedilir [10].

Cevresel streslere maruz kalan bitkilerde gen ve protein diizeyinde ciddi degisiklikler
olur. Meydana gelen bu degisikliklerin tespit edilmesi, strese yanitta aktif rol oynayan
proteinlerin belirlenmesi karmasik stres mekanizmalarinin anlasilmasi adina hayati ipuclari
saglar. Bu anlayisla genomik, transkriptomik ve proteomik gibi -omik yontemler son
zamanlarda stres fizyolojisi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calismanin temel amaci, kuraklik kosullarina maruz birakilan arpa bitkilerinde
siklitol uygulamasi sonucunda biyokiitle, ABA hormonu ve protein miktarlarinda meydana
gelen degisimleri inceleyerek, bu degisimlerin stres mekanizmasindaki rollerini belirlemektir.
Elde edilen veriler kuraklik stresi altindaki bitkilerde siklitol uygulamasinin tarimsal olarak

uygulanabilir olup olmadigiyla ilgili ciddi ipuglari saglamistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Arpa

Arpa (Hordeum vulgare L.), diinyanin en eski ve en dnemli tahil bitkileri arasindadir.
Yaklasik olarak 10.500 y1l 6nce kiiltlire alindig1 bilinmektedir. Yem, malt ve gida sanayinde genis
bir kullanim sahasina sahip oldugundan dolay1 ekonomik olarak olduk¢a 6nemli bir bitki
tiirtdiir[11]. Arpa tohumlarinin protein iceriginin yliksek olmasi onu ¢ok iyi bir protein kaynagi
haline getirmektedir [12]. Ulkemizde hayvan beslenmesinde, ham protein ihtiyaglarinin %
9.45’i, arpadan karsilanmaktadir [13].

FAO istatistik verilerine gore lilkemizde arpa ekim alani ve iiretim miktarina ait verilerin
bulundugu c¢izelgede oOzellikle iiretim miktarlarinda ciddi dalgalanmalarin oldugu
goriilmektedir(Cizelge 2.1.). Bu dalgalanmalarin en 6nemli nedenlerinden birisi ¢evresel

streslerin meydana getirdigi kayiplardir [14].
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5000000
= hasat alani

4000000 N
= e e (Jretim

3000000 - ———————
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1000000
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Sekil 2.1. FAO istatistik verilerine gore 2008-2017 arasinda hasat alani ve liretimdeki

dalgalanmalar

2.2. Kurakhik

Bitkilerin en iyi gelisimlerini gosterebilmeleri uygun ortam ve kosullara baghdir. Bu
kosullarin zaman icerisinde degiskenlik gdstermesi bitkilerin gelisimlerini olumsuz yonde
etkilemektedir[15]. Bitki gelisimini olumsuz yonde etkileyen bu faktorlere stres denmektedir.
Stres faktorleri Levitt'e [2] gore biyotik ve abiyotik olmak tizere ikiye ayrilmaktadir [2]. Abiyotik
stres faktorleri icerisinde bitkilerin biiylime ve gelismelerini en ¢ok etkileyen kurakliktir [16].

Dogal iklimsel siireclerin disinda hizla artan diinya niifusu, bilingsiz sehirlesme, insan kaynakli
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kiiresel 1sinma ve orman tahribatlar1 gibi durumlar kurakligin siddeti ve boyutlarim
arttirmaktadir. Diinya da hizla artan niifusa yonelik gelecekteki gida talebinin kurakligin
etkilerini daha da arttirmasi muhtemeldir. Ge¢mis yillarda kuraklik biiyiik kitliklara neden
olmustur [16]. Bu nedenle yakin gelecekte kuraklik insanlik icin ¢ok daha biiylik bir tehdit
haline gelebilecektir. Meteorolojik bir olgu olan kurakligin siddeti dngoriilebilen bir durum
degildir [16,17]. Kuraklik stresine karsi bitkilerin gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarin
disiplinler arasi ¢alisan bilim insanlari, anlamaya ¢alismaktadirlar, fakat ciddi bir basari elde
edebilmis degillerdir [16,18].Giinlimiizde kuraklik kaynakli triin verimi kayiplari %70’lere
kadar ulagsmis durumdadir.

Kurakliga karsi bitki tarafindan verilen en erken fenotipik cevaplardan birisi stomalarin
kapanmasidir. Stomalarin kapanmasi fotosentez icin gerekli olan karbondioksidin alimini azaltir
ve bunun sonucu olarak fotosentez sinirlanir. Stomalarin kapanmasi sonucunda sadece igsel
karbondioksit miktar1 azalmaz bununla birlikte i¢sel oksijen miktar:1 artar. Bu durum oksijeni
alternatif elektron alicis1 konumuna getirir ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) miktarinin
artmasina sebep olur [19]. Uzerinde eslesmemis elektron bulunan ROT oksitleyici ya da
redtikleyici bir ajan gibi davranarak kontrolsiiz bag olusumlarina neden olur. Bu nedenle stres
sirasinda ROT iretiminin artmasi makromolekiiller ve membranlarda hasarlara neden
olabilmekte ve hiicre dliimiine kadar uzanan bir siirecin baslangicini olusturabilmektedir. ROT
miktarinin artmasi bitkilerde mevcut olan antioksidan sistemi uyararak, stiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (KAT), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz (AP), peroksidaz (PO) ve
polifenol oksidaz (PPO) gibi enzimatik; flavonoid, karotenoid, tokoferol, glutatyon ve askorbat
gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin miktarinin artmasina neden olur [20,21]. Boylelikle

hasari azaltmaya yonelik olarak ciddi bir cevap olusturulmus olur.

2.3.Siklitol

Kuraklik stresi ile birlikte hiicre su potansiyeli ve buna baglh olarak bitki turgoru diiser.
Bu durum sitosol ve hiicrelerarasi matriksteki ¢éziinmiis maddelerin artmasina yol acar [8].
Bitkiler kuraklik gibi stres faktorlerine maruz kaldiklarinda osmolitler (uygun c¢oziinenler)
Ureterek osmotik diizenleme saglanir. En yaygin osmolitler prolin, sekerler, siklitoller ve
glisinbetaindir [22]. Karbonhidrat tiirevi olan siklitoller polihidroksisikloalkanlar i¢in kullanilan
genel bir isimdir [23]. Konduritol, Quersitol ve inositol olarak 3 ana gruba ayrilirlar. Ozellikle
inositol tilirevlerinin fosforilenmis formu olan inositol fosfat molekiilleri hiicre i¢i sinyal
iletiminde gorev alir ve stresin algilanmasini saglayarak tolerans gelisiminde rol alir [24,25].
Bununla birlikte hiicre i¢i osmotik potansiyeli arttirarak stres altinda suyun korunmasina

yardimci olurlar. Bircok biyolojik aktiviteye sahip olan siklitoller dogada bulunabilen dogal
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uriinlerdir[24,25]. Siklitoller biitlin bitkiler tarafindan sentezlenir. Ancak sentez miktar1 bitkinin

tolerans derecesine gore degiskenlik gosterir[26].

2.4. Absisik Asit (ABA)

Bir bitki hormonu olan absisik asit (ABA) koklerde sentezlenerek ksilem yoluyla bitkinin
diger kisimlarina yollanmaktadir. Kurakliga maruz kalan bitkilerde stomalarin kapandig
bilinmektedir. Stoma kapanma mekanizmasinda ise ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarin
oldugu tespit edilmistir.(Sekil 2.1.) Biiylik bir kismi kokten sentezlenip tasinarak bekei
hiicrelerdeki ABA resopterlerine baglanan ABA stomalarin kapanmasi ile sonuglanan bir dizi
olay1 baslatir. Absisik asit stomalarin kapanmasini saglayarak, suyun transpirasyonunu
onlemektedir. Stomanin kapanmasi bitkinin {ist organlarindaki gelismeyi azaltarak suyun kokte
kullanilmasina, kokiin derinlere dogru inebilmesine ve daha fazla suya erisimine imkan saglar
[27].Bununla birlikte ABA’nin stres altinda sinyal iletiminde de goérev aldig1 ve birgok
mekanizmay1 dogrudan etkiledigi de bilinmektedir [28]. Kuraklik stresi ile karsilasan bitkilerde

absisik asit miktar1 yapraklarda 40 kat artar, diger organlarda bu artis daha azdir.

a. Aqk stoma b. Keruyucu hiiere plazma zar C. Kapal stoma

Sekil 2.2. ABA-stoma iliskisi
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2.5. Proteomiks

Bir organizmanin genomu tarafindan kodlanan proteinlerin tamami proteom,
proteomun tiim bilesenlerini ya da belirli bir kismini yapisal ve islevsel olarak ¢alisan bilim dali
ise proteomik olarak tanimlanmistir [29].

Bitkiler tarafindan c¢evresel streslere karsi gelistirilen hiicresel ve molekiiler
seviyelerdeki stratejilerin temelinde protein diizeyinde meydana gelen degisimler vardir [30].
Bu degisimleri anlayabilmek adina ciddi genomik ve transkriptomik calismalar yapilmistir,
ancak bir organizmada bulunan proteinlerin yapisy, islevi, miktar1 ve ¢esidi sadece DNA dizisine
bakilarak anlasilmaz [29]. Bu nedenle zaman icinde elde edilen bu biiyiik verilerin proteomik
calismalarla desteklenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir.

Proteomik c¢alismalar1 sayesinde belli bir zamanda belli bir yerde bulunan tiim
proteinlerin miktarlari, yapilari, yerlesimleri, modifikasyonlar1 ve islevleri ile ilgili genis ¢apta
bilgi alinabilir. Olduk¢a karmasik olan proteomik analiz siirecleri tecriibe gerektirmektedir.
Genellikle proteomik calismalarinda proteinlerin izolasyonu ile baslayan siirec, elde edilen
proteinlerin nitelik ve nicelik bakimindan test edilmesi, kromotagrafik olarak ayrilmalari ve son
olarak kimlik tanilarinin yapilmalari basamaklarini icermektedir.

Protein izolasyonu dikkat gerektiren zor bir basamaktir. Bunun icin 6nce izolasyonu
yapilacak olan protein grubunun bulundugu dokunun pargalanmasi gerekmektedir. Doku
parcalamak i¢in ¢ok fazla yontem gelistirilmis olsa da bitki proteomu ¢alismalarinda en yaygin
kullanilan yontem; sivi azot ile dondurulmus olan dokularin bir havan ya da égitiicii yardimiyla
parcalanmasidir. Doku pargalandiktan sonra uygun tampon icerisine alinan proteinlerin kimlik
tanilar yapilana kadar bozulmadan muhafaza edilmesi izolasyondaki diger 6nemli bir husustur.
Bu nedenle kullanilacak tiim tamponlarin soguk olmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. izolasyon
sirasinda dokular parcalandiktan sonra genellikle uygun bir lizis tamponu icerisine alinirlar. Bu
basamakta kullanilan lizis tamponunun proteinleri okside etmemesi, distilfid baglarim
kirmamasi, proteazlari etkisiz hale getirmesi beklenmektedir [32]. Bununla birlikte bitki
hiicrelerinde bolca bulunan kirleticilerin (fenolik bilesikler, pigmentler, organik asitler,
terpenler, lipitler, niikleik asitler, iyonlar, polisakkaritler) ortamdan uzaklastirilmasi
gerekmektedir.

Protein izolasyonunun basarisi elde edilen protein miktarina baghdir. izole edilen
proteinlerin miktarinin belirlendigi bircok yontemlerden icerisinde en sik tercih edilen
yontemler; Lowry yontemi [33], Bradford yontemi [34], BCA yontemi [35] ve Nano-drop ile
O0lcim metodudur [36]. Her yontemin protein miktarlarin1 belirleme mekanizmalar1 ve
hassasiyetleri birbirinden farklidir. Bunun icin arastiricilarin izolasyon yontemlerine en uygun
olan miktar belirleme yontemini ya da yontemlerini se¢gmesi dnerilmektedir. Bu islem icin

genellikle en az iki yontem ile protein miktarlar1 belirlenmelidir.
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Proteinlerin izolasyonundan sonra proteinlerin ayrilmalar1 saglanmalidir. Bu
ayirmalarda genellikle proteinleri molekiiler agirliklarina goére ayiran sodyum dedosil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE),molekiiler agirlik ve izoelektrik noktalarina gore
ayiran iki boyutlu (2D) jel elektroforezi ve molekiiler agirlik ya da polaritelere gore ayiran sivi
kromatografisi (LC) tercih edilmektedir.

Elde edilen proteinler eger jel {izerinde ayrilmislar ise bu proteinlerin goriiniir hale
getirilmesi gerekmektedir. Bunun icin proteinlerin boyanmasi gerekmektedir. Bu amagla
kullanilan bir¢ok ticari boya vardir, bunlar icerisinde 6zellikle Commasie boyasi yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Kullanilan boyalarin hassasiyetleri farklihk gostermekte birlikte
temelde boyanin maliyeti bu ¢alismalarda dnemli se¢im kriteri olmaktadir. Eger cok hassas

boyama gerektiren bir islem varsa bunun icin florasan isaretleyiciler kullanilmaktadir.
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3. LITERATUR TARAMASI

Kuraklik stresi ¢ok uzun zamandan beri ¢ok yonlii olarak ¢alisilan bir konudur. Bu konu
ile ilgili yapilan calismalarin literatiir 6zeti incelendiginde; kuraklik stresinin farkh bitki ve
siddetlerde meydana getirdigi degisimler aciklanmaya ¢alisiimistir.

Kuraklik stresinin biyokiitle {izerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarin literatiir 6zeti
incelendiginde; Fazeli ve ark. [37] kuraklik stresi altinda iki farkli susam cesidinin yaprak ve
koklerinde biyokiitle miktarinda meydana gelen degisiklikleri yaptiklar1 c¢alismalarla
belirlemislerdir. Kuraklik stresi ile birlikte biyokiitlenin azaldigin1 duyarh tiirde bu azalmanin
cok daha belirgin oldugunu vurgulamislardir. Benzer sekilde; Gokhan Camoglu ve ark. [38] misir
bitkisinde benzer sonuglar elde etmislerdir. Benlioglu ve ark. [39] ise arpa bitkisinde tuz
stresinin siddetine paralel olarak biyokiitlenin azaldigini rapor etmislerdir.

Calisma konularimizdan biri olan ABA hormonunun ozellikle stres altinda 6nemli
gorevleri oldugu birgok ¢alisma ile ortaya konulmustur;

Fan ve Blake [40] kuraklik stresi ile birlikte agac¢si bitkilerin yapraklarinda ABA
miktarinin arttigini belirlemislerdir. Ozyurt ve Akca [41] mahlep bitkisinde benzer sonuclar
bildirmislerdir. Zhang ve ark. [42] ise yapraktan ABA uygulamasi yaptiklarinda bitkilerin stres
altinda daha iyi verim verdiklerini géormiis ve bunu ABA hormonunun stoma hareketlerini
kontrol ederek, suyun daha verimli kullanilmasiyla miimkiin olabilecegini belirtmislerdir.

Pei ve ark. [43] ise ABA hormonu ile kalsiyum kanallar1 arasindaki etkilesimi ortaya
koymus ve bu durumun stoma kapanmasinda 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Bununla
birlikte yapilan c¢alismalarda ABA seviyesinin artmasinin sadece stoma kapanmasini
etkilemedigi bununla birlikte klorofil sentezinde azalmalar meydana getirdigi ve buna bagh
olarak kloroplastlarda yapisal ve islevsel degisiklikler yarattigi rapor edilmistir [44,45]. Bu
durum ABA’'nin kuraklik stresi sirasinda fotosentez mekanizmasinin diizenlenmesinde etkin rol
oynadig1 sonucuna isaret etmektedir. Losanka ve arkadaslar1 [46] kurakliga maruz kalan arpa
bitkisine ABA miktarinin arttigini ve buna bagh olarak fotosentetik hizin azaldiginm
belirlemislerdir.

Oztiirk [47]ABA miktarinda meydana gelen artislarin hiicresel anlamda gen ifadelerini
degistirdigini vurgulamis ve bu durumun metabolizmanin yeniden yapilandirilmasi i¢in 6nemli
oldugunu belirtmislerdir [47]. ABA seviyesindeki artislarin gen ifadeleri lizerinde yarattigl
etkiler sonucunda hiicre icinde ¢oziicli proteinlerin birikimini arttirdigl, antioksidan
aktivitesinin tesvik edildigi ve diger enerji tiiketim yollarin1 baskiladig1 da yapilan ¢alismalarla
ortaya konulmustur [48,49]

Arpa bitkisi ile yapilan ¢alismalarda ABA'nin stres altinda prolin sentezini tesvik ettigi
rapor edilmistir [50, 51]. Bu durum kuraklik, tuzluluk gibi streslere maruz kalan bitkilerde

suyun korunmasi adina oldukc¢a 6nemlidir.

10
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Liu ve ark. [52] yaptiklar1 calismada kuraklik stresi altinda ABA bagimli ve ABA bagimsiz
yollar ile cevap olusturuldugunu, ABA'nin 6zellikle diger yolaklarin islevini de etkileyerek etkin
kuraklik cevabinin olusmasi sirasinda 6nemli roller oynadigini ortaya koymuslardir.

Golec [53] kuraklik stresi altinda 6zellikle transkripsiyonel diizenleme sirasinda ABA'nin
aktif rol oynadigin1 ve bu isi yaparken diger hormonlarla etkilesim halinde oldugunu
gostermistir. Meydana gelen bu etkilesimin kurakligin erken safhalarinda verilen fenotipik
cevaplarda 6nemli oldugunu vurgulamistir.

Calismamizdaki diger bir 6nemli baslik bitkilere siklitol uygulamasidir, siklitol ya da
tlirevlerinin bitkilerdeki rolleri ile ilgili yapilmis bazi ¢calismalar literatiirde yer almaktadir.

Sambe ve ark. [54] yaptiklar1 ¢alismada myo-inositoliin hiicre igerisinde artmasinin
bitkinin stres toleransini arttirdigini belirtmislerdir. Benzer sekilde Vernon ve ark. [55] tiitlin
bitkisinde stres toleransi ile hiicresel siklitol icerigi arasinda dogrusal bir korelasyon oldugunu
rapor etmislerdir.

Cevik ve ark. [11] yaptiklar1 calismada nohut bitkilerine dissal siklitol tiirevlerinin
uygulanmasiyla kuraklik stres toleransinin arttigini rapor etmislerdir. Bu ¢calismada o6zellikle
antioksidan sistem kapasitesinin uygulamayla birlikte yiikseldigi ve bu durumun stresle basa
¢ikabilmek adina bitkiye biiyiik yarar sagladigi vurgulanmistir. Sairam ve Saxena, [56] bugday
genotipleri ile yaptiklar1 calismada kuraklik toleransi yiiksek olan genotiplerin antioksidan
kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Benzer olarak Cevik ve Unyayar [37]
iki farkli nohut tiirtinde yaptiklari calismada kuraklik toleransi ile antioksidan enzim aktiviteleri
arasinda pozitif bir korelasyon tespit etmislerdir. Bu sonuclar siklitol uygulamasiyla birlikte
artan antioksidan kapasitenin 6zellikle stres altinda bitkiye biiyiik yararlar saglayacaginin
gostergesidir.

Yildizli ve ark. [57] tarafindan yapilan ¢alismada bir siklitol tiirevi olan myo-inositoliin
kuraklik stresi altindaki biber bitkilerine digsal olarak uygulanmasinin 6zellikle reaktif oksijen
tiirlerinin miktarinin azalmasini sagladigi bununla birlikte hiicre su durumunu da korudugu
belirlenmistir. Bu sonuc¢lardan hareketle kuraklik stresinin negatif etkilerinin myo-inositol
uygulamasiyla birlikte azaltildig1 sonucuna varmislardir.

Bitkilerde gerceklestirilen ve abiyotik streslerin karmasik mekanizmalarini anlamaya
yonelik olarak yapilan calismalar icerisinde proteomik 6nemli bir alani olusturmaktadir. Bu
kapsamda yapilan ¢alismalarin biiylik kisminda, stres altinda ve stressiz kosullarda yetistirilen
bitkilerden izole edilen proteomlar karsilastirmakta ve meydana gelen farkhiliklardan
yararlanilarak mekanizma anlasilmaya calisilmaktadir.

Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde ¢ok sayida proteinin ifadesinde degisiklikler
meydana gelir ayrica bir¢ok protein de modifikasyona ugrar. Olduk¢a zahmetli ve zor bir

calisma olan proteomik analizlerde arastiricilar yiizlerce protein lekesini analiz etmek

11
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durumunda kalirlar. Bu cer¢evede yapilan ¢alismalar incelendiginde; Hajheidari ve ark. [58]
kurakliga maruz kalan bugday bitkileri iizerinde yaptiklari1 proteomik ¢alismalarda 650 protein
lekesi belirlemislerdir. Bunlar icerisinde ise 121 proteinin ifadesinin kurakliktan etkilenerek
degistigini tespit etmislerdir. Salekdeh ve ark. [29] ise kuraklik stresinin pirin¢ bitkisinde
meydana getirdigi protein ifade degisimlerini belirledikleri g¢alismalarinda 1000’den fazla
protein lekesini analiz etmislerdir. Bunlar igerisinde 42 tanesinin ifadesinde degisiklikler
oldugunu belirlemislerdir.

Deeba ve ark. [31] pamuk bitkisiyle yaptiklar1 ¢alismada 550 protein lekesini analiz
etmisler ve ifadesi degisen proteinlerin biiyiik bir kisminin fotosentez mekanizmasiyla iliskili
oldugunu belirlemisler ve kuraklik stresinin pamukta fotosentez mekanizmasini negatif olarak
etkiledigini rapor etmislerdir. Bu durumun bitki verimini ciddi derecede diisiirdiigiini
vurgulamislardir.

Klaudia ve ark. [59] Hordeum vulgare L bitkisinde kuraklik stresinin kok ve yaprak
proteomunda meydana getirdikleri degisimleri incelemislerdir. Cok sayida proteinin
ekspresyon diizeyi kuraklik stresi ile birlikte degismis ve ifadesi degisen proteinlerin daha ¢ok
savunma, fotosentez ve karbon mekanizmasinda yer alan proteinler oldugunu rapor etmislerdir.

Mohammadi ve ark. [60] ise kuraklik stresi ile birlikte fasulyede enerji metabolizmasinin
ciddi derecede etkilendigini bildirmislerdir. Cevik ve ark. [61] ise kurakliga toleranslar1 farklh
olan iki farkli nohut tirini kuraklk stresine maruz birakarak proteom desenlerini
karsilastirmis fotosentez, enerji ve antioksidan sistem ile iliskili proteinlerin miktarlarinda ciddi
degisiklikler meydana geldigini gostermislerdir.

Tim bu sonuglar kuraklik stresinin fotosentezden, antioksidan savunma sistemine,
enerji metabolizmasindan biyosenteze kadar bircok mekanizmayr dogrudan etkiledigini

gostermektedir.

12
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4. MATERYAL ve YONTEM

Calismamizda Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu Miidiirliigiinden elde
edilen Hordeum vulgare L’e ait tohumlar kullanildi. Erzurum, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Kimya Boéliimii 6gretim iiyesi Prof.Dr.Mehmet Serdar GULTEKIN tarafindan sentezlenen dI-
cyclopentane-1,2,3-triol (20 uM) ¢o6zelti hali uygulamalar igin kullanildi. Tohumlar
torf/perlit/giibre (3:1:1) iceren saksilara ekildi. Bitkiler, 22/16°C (gilin/gece) sicaklik, % 60 + 5
oransal nem ve 150 pmol foton m2/sn (giin/gece 12/12 s) kosullarinda iklimlendirme odasinda
yetistirildi. Bitkiler 10 giin biiytitildiikten sonra kuraklik stresi baslatildi. Kuraklik stresinin
birinci glinlinden itibaren kuraklik siiresi boyunca saksilardaki bitkilerin yarisinin yapraklarina
tamamen 1slanana kadar dl-siklopentan-1,2,3-triol sulu ¢ozelti (tween 20 igerir)
puskiirtiilmiistiir. Uygulama yapilmayan bitkilerin yapraklarina da distile su piiskiirtiildi.
Siklitol uygulamasinin 1. ve 3. glinlerinde bitkiler hasat edilerek; biyokiitle ve ABA analizi, 3.
glinli icin proteomiks c¢alismalar yapildi. Bunun igin hasat edilen yapraklar sivi azotta

dondurulduktan sonra analiz yapilana kadar -80 °C’de saklandi.

4.1. Ortalama Biyokiitle Analizi

Ortalama biyokiitle analizi i¢in 1, 3 ve 5. giinlerde esit boylarda 10’ar tane bitki alinarak
tartildi ve taze agiliklari kaydedildi. Daha sonra bu bitkiler 65 °C’de 58 saat etiivde tutularak

kurutuldu ve tekrar tartilarak kuru agirliklan kaydedildi.

4.2. Absisik Asit (ABA) analizi:

ABA ekstraksiyonu Cloud-Clone Kit protokoliine (Cloud-Clone Corp. ELISA KIT-
CEB218Ge) gore yapildi. Bunun icin taze yaprak (1 g) soguk metanolde (%80) 6gutildi.
Homojenat, 24 saat boyunca 4 °C'de karistirildi ve siliziilerek slipernatan kismi toplandi.
Ardindan her tiip tizerine Metanol (% 80, 2 mL) ilave edildi ve 4 °C'de 1 saat boyunca
karistirildi. Daha sonra 2000 g 10 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij edilerek siipernatan kismi
alindi. Stpernatanlar doner buharlastiricida yaklasik 2 mL kalana kadar buharlastirildi.
Orneklere petrol eteri (1 mL) ilave edilerek karistirildi ve metanol toplandi. Metanol déner
buharlastiricida buharlastirilarak uzaklastirildi ve daha sonra elde edilen ¢ozeltiler ABA

saptamasinda kullanildi.
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4.3. Protein Analizleri
4.3.1. Protein izolasyonu

Kuraklik uygulamasinin 3. giinlinde érnekler hasat edilerek hizli bir bigimde siv1 azot
icerisine alind1 ve analiz giiniine kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Protein
izolasyonu Kim ve ark. [62] gore, 3 biyolojik tekrar olacak sekilde yapilmistir. Bu yonteme gore;

e -80°C’de dondurucuda saklanan yaprak 6rneklerinden her bir grup icin 3 g alinarak siv1
azot icerisinde dondurulmus haznelere aktarildi ve yaprak érneklerinin iizerine 300 mg
PVP tartilarak eklendi.

e Yaprak ornekleri 6gttiiciide (Retsch, MM400) iyice toz haline gelene kadar pargalandi
ve lizerlerine lizis tamponu (MgNP40, 7,5 mL/1g ) konuldu.

e Lizis tamponundaki 6rnekler buz iizerinde15-20 dakika bekletildikten sonra santrifiij
(3.000 rpm’de 15 dk +4 °C) edilerek siipernatan kismi yeni bir tiipe alindi ve iizerine
%50 PEG c¢ozeltisi eklendi.

e Tekrar buz iizerine alinan tlipler ara ara vortekslenerek 30 dk bekletildi ve ardindan
12.000 rpm’de 15 dk +4 oC’de santrifiij edildi ve slipernatan kismi alinarak iizerine
soguk aseton eklendi ve 6rnekler bir gece -20 °C’de bekletildi.

o Ertesi glin 6rnekler santrifiij edilerek (10 dk +4 °C’de 14.000 rpm) pellet kisimlar1 alindi
ve lzerlerine soguk aseton eklendi ve yine tiipler -20 °C’'de60 dk bekletildi bu islem
pellet tamamen beyazlasana kadar tekrar edildi.

o Elde edilen protein ¢okeltisinin lizerine ¢oziindiirme soliisyonu eklenerek proteinler

¢6zlldl ve Lo-Bind tiiplerine alinarak -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

4.3.2 Protein Konsantrasyon Tayini

Izole edilen protein konsantrasyonu Bradford yéntemine gére belirlendi.

4.3.3 izole Edilen Proteinlerin Elektroforetik Ayirimi
4.3.3.1. Sodyum dedosil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi

Protein Ornekleri %12'lik SDS - PAGE icin jele yiiklendi. (%4’liikk yiginlama ve %12’lik
ayirma). Her grup icin 1 pL 6rnek, 10 pL yiikleme boyasi, 4 pL ultra saf su kiiciik bit tiip icerisine
konularak karistirildi. Daha sonra kaynar suda 5 dakika bekletilen tiipler kisa siire sonra buz
Uistiine alindi. Tiplerden alinan karisimlar toplam 15 pL hacimde kuyucuklara yiiklendi ve
yurutildu. Jeller metanol/asetik asit/su (40:10:50) karisiminda bir saat fikse edildikten sonra,
Blue Silver Commasie Boya ile boyandi. Bu boyanan jellerin her biri steril bir kap icerine

konularak tiim jeli kapatacak kadar tlizerine su konuldu. Calkalayici iizerine birakilan kaplarin
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icindeki jellerin 24 saat siire ile renklerinin a¢ilmasi beklendi. Rengi tamamen agilan jeller

gorilintiileme cihazi icinde fotograflandi.

4.3.3.2. iki Boyutlu Jel Elektroforezi

17 cm’lik IPG (pH 5-8 ReadyStrip, BioRad) seritleri 2D analizleri i¢in kullanildi. Bu analizler

icin asagidaki islem basamaklari takip edildi.

1.

o 1ok W

2D rehidrasyon tamponu ile izole edilen protein érneklerinden 200 pg karistirilarak
icerisine %1 Amphylote ve %1 TBP eklendi ve odaklama kaseti icine yerlestirilerek 50
nA/IPG akim uygulandi.

Akim uygulamasi basladiktan 30 dakika sonra seritler lizerine mineral yag ilave edilerek
bir gece boyunca rehidrasyona birakildu.

Ertesi giin proteinler ii¢ asamali bir program ile odakland7

1(S1: 250V 20 dk, S2: maksimum voltaj artis1 hizli, S3: 10.000 volt/IPG Lineer).

Ardindan seritler 30 dakikalik siirelerle tampon I ve tampon Il igcerisinde yikandi.

Elde edilen seritler SDS poliakrilamid jellere (%12) bu seritler yerlestirilerek ikinci
boyutta (2D) ayirimi saglandi. Elektroforez isleminden sonra jeller%10 asetik asit ve
%40 metanol icerisinde bir saat bekletildi. Hemen ardindan SyproRuby (BioRad) boyasi

icerisinde gece boyu boyandi.

4.3.3.3. 2D Jellerinin Goériintiillenmesi, Protein Leke Analizi ve Leke Kesimi

Boyanan jeller dikkatli bir sekilde alinarak gorintiilendi ve protein leke analizleri

yapildi. Bu goriintiileme ve protein leke analizi asagidaki siralama ile yapilmistir.

1.

Jellerin goriintiilenmesi VersaDoc sistemi (BioRad, USA) ile uygun 151k kaynagy, filtreler
kullanilarak yapildu.

Quantity One programi (BioRad, USA) kullanilarak jellerin ilk degerlendirmeleri
yapilarak proteinlerin leke kaliteleri gézlendi. Analiz icin uygun boyutlarda gériintiiler
saklandi.

PDQuest Advanced programi (BioRad, USA) ile protein lekelerinin analizi yapilarak
jellerin karsilastirmasi yapildi.

Tanimlama icin uygun olan protein lekelerinin kesimi Lekekesim robotu (BioRad) ile

yapildi
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4.3.3.4. Jel ici Tripsin Kesimi ve MALDI TOF/TOF MS Analizi

In-Gel Tryptic Digestion Kit, Thermo Scientific yontemi ile kesilen her bir protein lekesi
icin jel ici triptik kesim yapildi. ABI Sciex'in MALDI TOF/TOF 5800 serisi cihazi kullanilarak
tanimlamalari yapilan peptidler jel matriksinden 5pL %50 aseto nitril (ACN) ve %0,1 trifluoro
asetik asit (TFA) ile oziitlenerek, C18 ZipTip pipet uglar1 kullanarak (Millipore) %0,1 TFA ile
2uL’ye konsantre edildi. Peptidler, 0,8 pL 6rnek 0,2 pL matriks soliisyonu (%50 ACN ve %0,1
TFA igerisinde 10 mg/mL R-siyano-4-hidroksisinamik asit) ile karistirildi. Daha sonra MALDI
plakasi iizerine yerlestirilerek eksternal (dissal) veya internal(igsel) kalibrant kullanilarak
MALDI kalibrasyonu yapildi. Her bir spektrum icin yaklasik 200 lazer vurusu kullanilarak tiim
spektrumlar (m/z), MASCOT bilgi bankasinda analiz edildi.

4.4. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi STATISTICA 13.3 paket programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA)
ile degerlendirildi. Uygulamalar arasindaki istatistiksel farkliliklar Duncan’s multiple range tests

ile hesaplandi (P<0.05).
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Bulgular
5.1.1. Toplam Biyokiitlede Meydana Gelen Degisimler

Kuraklik stresi bitkilerde toplam biyokiitleyi azaltmistir. Ozellikle kuraklik stresinin 3 ve
5. giiniinde bu azalis ¢ok daha belirgindir. Bununla birlikte siklitol uygulamasi gerek kontrol

gerekse kurak gruplarda toplam biyokiitleyi arttirmistir.(Sekil 5.1.)(Grafik 5.1.)

i3 P s e W ; : T
& . 1.cUN - 3GUN ‘ ; s
N o . = : 8o Kurak Koritrol Kontrol — Kurak
- v . . | Kurak e T
| Kurak Kontrol Kontrol  Kurak - Kurak Kontrol Kool - - Sikitol Sikitol

. Sik itol  Siklitol

Sekil 5.1. Bitkilerin genel gorintsi

Toplam Biyokutle (Kuru Agirlik)

0,3
0,25 A B
c D
0,2
0,15
0,1
0,05
0
1. Glin 3. Gin 5. Giln
A= Kontrol B m siklitol ( mKurak ) m Kurak-siklitol

Sekil 5.2. Ortalama biyokiitle kuru agirlik miktarindaki degisim

17



Ayse Islek, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

5.1.2. ABA Seviyesindeki Degisimler

Kuraklik stresi ile birlikte 6zellikle 3. glinde ABA miktarinin arttig1 belirlenmistir (Grafik

5.1.2.). Siklitol uygulamasiyla birlikte ABA miktar1 kuraklik stresi uygulanan grupta azalmistir.

ABA icerigi

0,920

0,900

0,880

0,860

0,840 B

0,820 A

0,800

0,780

0,760

Kontrol Siklitol Kurak Kurak-Siklitol
A m1 Gin B m3.Gin

Sekil 5.3. Stresin birinci ve liglincii glinlerinde ABA igerigi

5.1.3.Protein Analizleri
5.1.3.1 SDS-PAGE Analizleri

Protein izolasyonunun ardindan elde edilen 6rnekler 1 boyutlu elektroforezde (%12’lik
SDS-PAGE) yiiriitiilerek goriintiilenmistir (Sekil 5.1.3.). Jel goriintiisiinden de anlasilacag tizere,
protein izolasyonu basarili olmus ve izole edilen protein miktar ve kalitesi sonraki analizleri

yapmaya uygun bulunmustur.
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Kontrol Kurak

Belirteg Kontrol Kurak Kontrol

Sekil 5.4. Proteinlerin elektroforezde yiiriutiildiigii goriintii

5.1.3.2. 2D Jel Elektroforezi Analizleri

Kuraklik stresi altindaki Arpa bitkilerinde siklitol uygulamasinin meydana getirdigi
proteom degisimlerinin incelenebilmesi i¢in 2-DE elektroforetik ayirimi ve devaminda ABSCIEX
MALDI-TOF/TOF-5800 cihaz1 kullanilarak kiitle spektrometresinde protein tanimlamalari
yapilmistir. (Cizelge 5.1, Cizelge 5.2). Yapilan analizler sonucunda kontrol bitkilerinde yaklasik
olarak 500 protein lekesi belirlenmis ve bu protein lekeleri icerisinde 15 tanesinin ifadesinde
degisiklikler meydana gelmistir (Sekil 5.1.4.).

Sekil 5.5. a) Kontrol sartlarindaki Hordeum vulgare bitkilerine ait protein lekelerinin 2D-sanal
jel goriintiileri b) Siklitol uygulamasiyla birlikte ifade farkliliklar1 olusan protein lekeleri c) ki

grubun karsilastirilmasi.

Kontrol bitkilerinde 3. giinde siklitol uygulamasiyla proteinlerden 9 tanesinin ifadesi
artarken 6 tanesinin ifadesi azalmistir. Ifadesi degisen proteinlerin biiyiik bir kismi fotosentez
mekanizmasi (% 57) ile ilgili proteinler olurken, onu sirasiyla antioksidan, biyosentez ve enerji

mekanizmalariyla iligkili proteinler takip etmistir (Sekil 5.1.5.).
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B FOTOSENTEZ ENERJI m BIYOSENTEZ m ANTIOKSIDAN

Sekil 5.6. Kontrol bitkilerinde 3. giin Siklitol uygulamasiyla birlikte ifadesi degisen proteinlerin

islevleri
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Kontrol Kontrol Siklitol Kontrol  Kontrol Siklitol

= [ L=

S5P 7501 S5P 8001 S5P ST01

Sekil 5.7. Kontrol sartlarindaki Hordeum vulgare bitkilerindesiklitol uygulamasiyla birlikte

ifade farkliliklari olusan protein lekeleri ve ifade degisim oranlari
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Tablo 5.1. Siklitol uygulamasiyla, 3.giin kontrol bitkilerinde ifadeleri degisen protein listesi

Kontrol-Kontrol Siklitol-3.Giin

. . | Eslenen % . o .
Spot . . Swissprot Protein . Protein Degisi
D Belirlenen protein Numarasi Skoru Peptid Es.lgsen Kiitlesi pl Lokasyon Klik
Sayisi Dizi
2-Cys Peroksiredoksin
1004 BAS1A_HORVU | 444 18 55 23284 | 5,48 | Kloroplast | Azaldi
BAS1 H. vulgare
2202 |20 KDa  Saperonin| -pqi- poppy | gg 2 18 5466 | 4,69 | Kloroplast | Artti
Populus euphratica
2502 | FostoribulokinazTritic | yppp wypar | 488 | 21 26 45113 | 572 | Kloroplast | Azald:
um aestivum
2503 Fosforibulokinaz KPPR_WHEAT 378 30 48 45,113 5.72 | Kloroplast | Artti
Triticum aestivum
Oksijen olusumunu
3302 | arttiran protein 1S. | PSBO_SOLTU 181 12 24 35367 5,84 | Kloroplast | Artti
tuberosum
3601 | Losfosliserat  Kinaz | pewp whpar | 453 20 37 49809 | 6,58 | Kloroplast | Azaldi
Triticum aestivum
S-adenozilmetiyonin
5601 |sentaz 3 Hordeum | METK3_HORVU | 503 20 39 42739 | 5,51 | Sitozol Azaldi
vulgare
Ribozom-geri Artt1
6203 | dontisim faktor Oryza | RRFC_ORYSI 142 11 29 29634 | 9,35 | Kloroplast

sativa
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Tablo 5.1. (devami)

Ferredoksin-NADP Artti
6401 FENR_VICFA 105 13 32 40553 8,7 Kloroplast

rediiktaz Vicia faba

Karbonik anhidraz Artti
7206 CAHC_HORVU | 180 13 27 35052 | 8,93 | Kloroplast

H.Vulgare

Glutamil-tRNA HEM11_HORV Artt1
7602 38 8 11 57616 | 8,69 | Kloroplast

rediiktaz H.Vulgare U

Ferredoksin-nitrit Artt1
7801 NIR_ORYS] 61 7 8 66101 6,83 | Kloroplast

rediiktaz Oryza sativa

Putative sitokrom ¢ Artti

Mitokondr
7901 | oksidaz PS17 Pinus | PS17_PINST 48 4 100 1707 9,63 |
i

strobes

Putative LRR reseptor Artti
8001 | kinaz PS16  Pinus | PS16_PINST 40 2 100 870 9,63 | Sitozol

strobes
9701 | Maturaz Ephedra sinica | MATK_EPHSI 48 9 4 64340 | 9,64 | Kloroplast | Artt1
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Kuraklik stresi uygulanan bitkilerde yaklasik olarak 550 protein lekesi belirlenmis ve bu
protein lekeleri igerisinde 17 tanesinin ifadesinde istatistiksel olarak anlaml degisiklikler

meydana gelmistir (Sekil 5.1.7.).

— —
Sekil 5.8. a) Kuraklik altindaki Hordeum vulgare bitkilerine ait protein lekelerinin 2D-
sanal jel goriintiileri ve b) Siklitol uygulamasiyla birlikte ifade farkliliklari olusan
protein lekeleri c) Iki grubun karsilastirilmas.

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde siklitol uygulamasiyla birlikte 16 proteinin
ifadesi artarken 1 tanesinin ifadesi azalmistir. ifadesi degisen proteinlerin biiyiik bir
kismi yine fotosentez mekanizmasi ile ilgili proteinler olurken, onu sirasiyla biyosentez

ve enerji mekanizmalariyla iliskili proteinler takip etmistir (Sekil 5.1.8.).

B FOTOSENTEZ ENERJI  m BIYOSENTEZ

Sekil 5.9. Kurakliga maruz birakilan bitkilerde Siklitol uygulamasiyla birlikte ifadesi degisen

proteinlerin islevleri
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Kurak

Kurak Siklitol

Kurak

Kurak Siklitol

1459500 1999971 30364 2742620
Mo Marm Marm Marm
IMNT* A res IMT*Ares IMT* M res IMT*Ares
SEP 15N SEP 22 SEP 23 SEP 2T
2114285 708223 2179414 42596149
(el Mokt Mokt Mok
INT*Area MT*Ares IMT*Ares IMT*Ares
SEP 2702 SEP 3203 SEP 350 SEP 3TN
407162 2703188 254128 2853335
Morm Marm Marm Marm
IMT*Area IMT*Ares IMT*Ares IMT*Ares
|
SEP 5203 SEP ST SEP BSM SEP BED4
2422201 1213760 2334126 1021647
orm Moarm Mook Mokm
IMNT* A rea IMT*Ares IMT* Ak es IMT*Ares
SEP 7402 SSP FY02 SSP 7504 SEP 8402
BE38933 1696047 1590436
[ aT 3 Mk Mok
INT*Area IMT*Ares IMT*Ares
SEP 3805 S5P 9501 5P a7

farkliliklari olusan protein lekeleri ve ifade degisim oranlari

Sekil 5.10. Kuraklik altindakiHordeum vulgare bitkilerindesiklitol uygulamasiyla birlikte ifade
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Tablo 5.2. Siklitol uygulamasi ile 3. giin kurak bitkilerinde ifadeleri degisen protein listesi

Kurak-Kurak Siklitol - 3.Giin

Swissprot Protei | Eslenen % Protei
Spot ID | Belirlenen protein P n Peptid [Eslesen | n pl Lokasyon [Degisiklik
Numarasi B . . .
Skoru | Sayisi Dizi Kiitlesi
Kinon
oksidorediiktaz KON923_L .
1501 At1g237404, ACCA 144 7 12 40961 | 8,46 | Kloroplastik | Artti
Thaliana
Klorofil a-b baglayici CB121 HO
2201 protein Hordeum RVU 129 9 14 26447 | 5,84 | Kloroplastik | Azaldi
vulgare
Klorofil a-b baglayici
2301 | Protein = 8 S5 CBISSOL |49 6 13 29344 | 8,96 | Kloroplastik | Artt
lycopersicum LC
Putative LRR Artt1
3203 | reseptor kinaz PS16 [ PS16_PINS | 5, 2 100 870 9,63 | Sitozolik
Pinus strobes T
Oksijen olusumunu Artt1
3501 | arturan protein 1.5 PSBOSOL |44, | 5 26 35367 | 584 | Kloroplastik
tuberosum TU
Fosfogliserat kinaz Artt1
3701 Triticum aestivum Ei?H‘WH 500 22 29 49809 6,58 | Kloroplastik
Putative sitokrom c . .| Artt
5203 | oksidazPS17  Pinus ?S”—PINS 39 3 100 1707 | 9,63 N;‘lt"kond“
strobus y
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Tablo 5.2. (devami)

S-adenozilmetiyonin

5701 senteaz 3Hordeum 1(\)415553‘1_[ 420 26 40 42739 5,51 | Sitozolik Artt1
vulgare
Ferredoksin-NADP FENR1 PE Artti
6501 rediiktazPisum A - 169 12 23 40169 8,56 | Kloroplastik
sativum
6604 | Malat dehidrogenaz | MDHC.MA | ,qq 17 39 35567 | 5,77 | Sitoplazmik | AT
Zea mays IZE
7402 | Karbonik anhidraz | CAHC HO | 55, 20 39 35052 | 8,93 | Kloroplastik | ATt
Hordeum vulgare RVU
Fosfogiliserat kinaz
7702 Triticum aestivum Ei?Y‘WH 200 15 29 42096 | 5,64 | Sitozolik Artt
Rubiscobiiytlik Artt1
7804 altbirim Triticum igL_WHE 559 36 44 52817 6,22 | Kloroplastik
aestivum
Karbonik Artti
8402 anhidrazHordeum EQEC‘HO 119 10 21 35052 8,93 | Kloroplastik
vulgare
Rubisco biiytik Artt1
8805 altbirim Triticum igL_WHE 550 33 46 52817 | 6,22 | Kloroplastik
aestivum
Malat . . | Artth
9501 | dehidrogenazFragari | MPHM-FR | 444 11 20 35600 | 8,72 | Mitokondri
AAN yal
a ananassa
Kalsiyum baglayici Artt1
9701 protein CML42A. CML42_AR 157 7 19 21134 | 4,59 | Sitozolik
; ATH
thaliana
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5.2. TARTISMA

Aktif hareket edemeyen bitkiler yasamlart boyunca cevresel stres etmenleri ile
karsilasmaktadirlar. Bitkilerde ciddi verim kaybina neden olan bu stres etmenleri; biyotik ve
abiyotik stres etmenleri olarak iki biiylik gruba ayrilmaktadir [63]. Diinyada meydana gelen
dogal olmayan hizli degisimler o6zellikle abiyotik stres etmenlerinin siddetini ve siiresini
artirmistir [61]. Uluslararas1 bilim kuruluslarinin bir¢ok raporda belirttigi gibi; iklim
degisimine bagli olarak diinya biiyiik bir kuraklik tehtidi ile karsi karsiyadir. Kuraklik stresi
lirtin verimini en ¢ok etkileyen streslerin basinda gelmektedir [64]. Kuraklik kosullar1 altinda
tirtin verimini korumaya yonelik yapilan calismalarla ilerlemeler kaydedilmis olsa da bu
istenilen diizeyde degildir [61].

Cevresel stresler bitkilerin genetik potansiyellerini ve fizyolojilerini etkileyerek, bitki
biiylime, gelisme, verimini ve buna baglh olarak biyoktitlede ciddi etkilere neden olmaktadir.

Ogbonnaya ve ark. [65] yaptiklar1 calismada kurakliga maruz kalan bitkilerin
biyokiitlesinin azaldigini belirtmislerdir. Benzer bir sekilde F. Fazeli ve ark. [37] kurakliga
maruz birakilan susam bitkilerinde biyokiitlenin azaldigin1 belirtmislerdir. E. H. Hoggve ark.
[66] Canada aspen ormanlarinda kuraklik nedeniyle buradaki bitkilerin biyokiitlelerinde azalma
oldugunu belirtmislerdir. G. 0. Edmeades ve ark. [67] kalan tropikal misir bitkilerinde kuraklik
stresi etkisiyle biyokiitle miktarinda azalma oldugunu belirtmislerdir. Rigoberto Rosales-Serna
ve ark. [68] fasulye bitkisinde kuraklik etkisi sonucunda biyokiitle miktarinda azalma oldugunu
belirtmislerdir. Tim bu yapilan calismalar1 destekler nitelikte yaptigimiz calismada kurakliga
maruz birakilan arpa bitkisinin biyokiitle miktarinda azalma oldugu belirlenmistir. Siklitol
uygulanan gruplarda ise biyokiitle miktarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Béylece kurakliga
maruz kalan bitkiye dissal siklitol uygulanmasi ile bitki veriminin korundugunu séyleyebiliriz.

ABA o6nemli bir stres hormonudur ve o6zellikle stres kosullarinda bitkilerde meydana
gelen cevaplarda 6nemli roller istlenmistir. Bu rollerden belki de en onemlisi su stresi
kosullarinda stomalarin kapanmasina aracilik etmesidir [4]. Calismamizda kuraklik stresi
uygulamasiyla birlikte 6zellikle 3. giinde ABA hormonunun miktarinda artis meydana gelmistir.
Literatiirde kuraklik stresiyle birlikte farkl bitkilerde ABA hormonunun miktarinda meydana
gelen artislarin raporlandigt ¢ok sayida calisma vardir [69] ,[70] , [71] . ABA'nin bitki
biiylimesine olumsuz yonde etki ettigi diisiiniilse de son zamanlarda yapilan g¢alismalarda
ozellikle stres altinda toleransin arttirilmasi i¢in bir miktar artmasinin énemli oldugu da
vurgulanmistir [72]. ABA miktarinin kuraklik stresi ile birlikte ylikselmesi stomalarin
kapanmasi i¢in kritik ve gereklidir. Bu durumda bitki blinyesinde bulunan suyun buharlasarak
kagmasi 6nlenmis olur. Bununla birlikte stomalarin kapanmasi i¢sel karbondioksit miktarinin

azalmasina ve icsel oksijen miktarinin artisina neden olarak radikal artisina neden
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olabilmektedir. Bu durum ciddi hiicre hasarlarina yol acarak verim kaybi ile sonuc¢lanan bir
slireci baslatir. Calismamizda siklitol uygulamasi kuraklik kosullarinda ABA miktarini
azaltmistir. Bu durum stomalarin stres Kkosullar1 altinda daha uzun siire agik kalmasina ve
fotosentez veriminin daha uzun siire korunmasina yardim edebilir. Bununla birlikte siklitol
uygulamasiyla birlikte turgor durumunun kuraklik altinda kismen korunabiliyor olmasi da, agik
olan stomalardan kaybolan su miktarini belirli oranda telafi edebilir. Bu konuda literatiirde
siklitollerin stres kosullarinda bitkilerin su durumlarini koruduklarina dair raporlar mevcuttur
[73], [74] , [75]. Tim bu durumlar bir arada diisiiniildiigiinde, kuraklik kosullarinda siklitol
uygulamasi su durumunu korudugu gibi stomalarin daha uzun siire a¢ik kalmasim saglayarak
fotosentez verimini de kismen korumus olur.

Bitkilerin kuraklik stresine karsi gelistirmis olduklar1 yanitlar1 anlayabilmek igin
meydana gelen proteomik degisimlerin incelenmesi ¢ok onemlidir [76]. Calismamizda 2DE
jellerin analizi ile her bir jel lizerinde 500’den fazla protein lekesi belirlenmis ve toplamda 34
proteinin ifadesinde degisiklikler meydana gelmistir. ifadesi degisen proteinlerin biiyiik bir
kismi fotosentez, biyosentez, enerji ve antioksidan savunma sisteminde rol oynayan
proteinlerden olugsmaktadir.

Bitki gelisimi ve biiylimesi i¢in fotosentez kilit mekanizmadir. Fotosentez mekanizmasi
ile bitki, organik molekiiller ve enerji elde eder [77]. Fotosentez mekanizmasi kuraklik
stresinden ciddi bir sekilde etkilenir [61]. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde, biiytime-
gelisme ve fotosentez sinirlanir. Ayrica bitkinin iiriin verim ve kalitesi diiser.

Calismamizda siklitol uygulamasi gerek kontrol gerekse kurak kosullar1 altinda
fotosentezin mekanizmasinda rol oynayan; Oksijen olusumunu arttiran protein 1 (OEE1),
Klorofil a-b baglayici protein, Fosfogliserat kinaz, Rubisco, Karbonik anhidraz, Ferredoksin-
NADP rediiktaz ve Fosforibulokinaz gibi proteinlerin miktarlarinda artislara neden olmustur. Bu
proteinlerin miktarlarinda siklitol uygulamasiyla meydana gelen artislar 6zellikle kuraklik
kosullarinda bitkinin fotosentez veriminin korunmasi adina olduk¢a 6nemlidir. Bununla birlikte
bu proteinler icinde OEE1 gibi proteinler 6zellikle stres kosullarinda fotosistem 2 stabilitesi i¢in
olduk¢a oOnemlidir. OEE1 proteininin radikal saldirisina karst reaksiyon merkezlerini
koruduklari rapor edilmistir [61]. Koichi Sugihara ve ark. [78] tuz stresi altinda da benzer bir
koruma mekanizmasinin OEE1 proteini ile gelistirildigini vurgulamislardir.

Calismamizda ilging bir sekilde siklitol uygulamasi kontrol bitkilerinde Calvin déngiisii
elemanlarindan Fosforibulokinaz ile Fosfogliserat kinaz miktarlarinda azalmaya neden
olmustur. Bu bulgularimizla iliskili olarak 2-Cys Peroksiredoksin BAS1 proteininin miktarinda
da azalma meydana gelmistir. Dietz ve ark. [79] yaptiklar bir calismada Arabidopsis bitkisinde
2-Cys Peroksiredoksin BAS1 proteininin ekspresyonunu baskiladiklarinda Calvin doéngiisii

elemanlarinin  aktivitelerinin azaldigim1  bildirmislerdir. Siklitol uygulamasiyla kontrol
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sartlarinda bu proteinlerde meydana gelen diisiislerin ayrica daha detayh olarak arastirilmasi
gerekmektedir.

Siklitol uygulamasi ile ifadesi artan diger bir protein karbonik anhidrazdir (CA). C4
bitkilerindeki rolleri ayrintili bir sekilde calisilan ve bilinen bu proteinin C3 bitkilerinde rolleri
ile ilgili ciddi bosluklar vardir. Karbonik anhidraz COZ2'nin bikarbonata geri doniisiimli
hidrasyonunu katalizler [80]. CA'lar, C4 ve CAM bitkilerinde fosfoenolpiruvat karboksilaza
(PEPC) CO2 tedarikini ve C3 bitkilerinde Rubisco'yva CO2 tedarikini kolaylastirir [81].
Calismamizda, siklitol uygulamasi tim kuraklik stresi gruplarinda CA miktarini arttirdi. Bu artis,
kuraklik stresi altindaki Calvin dongiisii icin gerekli olan yiiksek CO2 konsantrasyonu i¢in
énemli olabilir. Ote yandan, Hu ve digerleri [82] ve Stimler ve ark. [83] karbonik anhidrazlarin
erken CO sinyal yolu ve stoma kapanmasinda 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Bu
nedenle, yiiksek CA miktar1 stomanin acik kalmasina neden olabilir ve bu verimli fotosentezi
korumak icin énemli olabilir.

Siklitol uygulamasi 0Ozellikle kurak grupta enerji ile iliskili proteinler olan Malat
dehidrogenaz ve sitosolik Fosfogliserat kinazin miktarlarinda artislara neden olmustur. Stres
altindaki bitkilerde stresle basa cikabilmeleri adina ytliksek bir enerji ihtiyaci vardir [84]. Siklitol
uygulamasinin 0Ozellikle stres kosullarinda bu proteinlerin miktarlarini arttirmasi stres
kosullarinda bitkiye aktif cevap olusturmak adina avantaj saglamis olabilir.

Biyosentez mekanizmasi ile alakali protein olan S-adenosilmetionin sentazin miktari
siklitol uygulamasi ile birlikte kontrol grubunda azalirken kurak grupta ise artmistir. Bu protein
etilen ve poliamin biyosentezinin O6ncli maddelerinden birisi olan S-adenosilmetioninin
biyosentezinen sorumludur [85]. Bu proteinin miktarinin siklitol uygulamasiyla kontrol
grubunda azalmasi etilen ve poliamin miktarinin azalmasina neden olarak hem gereksiz enerji
sarfiyatinin Oniine gecebilir, hem de etilen biyosentezi baskilanarak biiyiime gelismenin
tesvikini saglamis olabilir.

Calismamizda 20 kDa Saperonin miktar1 da siklitol uygulamasiyla birlikte yiikselmistir.
20 kDa Saperonin proteinlerin dogru bir sekilde katlanabilmeleri sirasinda islev gostermektedir
[86]. Bu proteinin miktarinin siklitol uygulamasiyla birlikte yiikselmis olmasi yeni protein
sentezi sirasinda proteinlerin dogru bir sekilde katlanarak aktivite gostermeleri adina énemli
olabilir.

Siklitol uygulamasi ile birlikte kurak gruplarda Kalsiyum baglayici protein (CML42)'nin
ifadesi artmistir. Scholz ve arkadaslar1 [87] CML42'nin kuraklik stresi ile uyarilan ABA
birikiminin negatif diizenleyicisi olarak hareket ettigini gostermislerdir. Dolayisiyla siklitol
uygulamasi ile birlikte CML42'nin miktarinin artmasi ABA hormonunun miktarinin diismesine
neden olarak stomalarin daha uzun agik kalmasini saglamis olabilir. Bu durum ABA

sonuclarimizla da uyumluluk géstermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
Bu tez calismasindan elde edilen bulgulara gore;

v Kuraklik stresine maruz birakilmis Hordeum vulgare L. yapraklarina bir siklitol tiirevi
olan dlsiklopentan-1,2,3-triol piiskiirtiildiigiinde bitkinin hem yas hem de kuru
biyokiitlesi artmistir. Ozellikle stres kosullarinda siklitol uygulamasiyla biyokiitlenin

ytiksek olmasi verimin korunmasi agisindan oldukca 6nemlidir.

v' Kuraklik stresi ABA miktarin1 yiikseltmisken siklitol uygulamasi ABA miktarini
diistirmistiir. ABA miktarinin siklitol uygulamasiyla birlikte diismiis olmasi stres altinda
stomalarin daha uzun siire acik kalmasina ve buna paralel olarak daha yiliksek
fotosentez verimine neden olmus olabilir. Bu durum stres altinda verimin korunmasi

icin cok dnemlidir.

v Kuraklik stresi birlikte fotosentez basta olmak tzere enerji, biyosentez ve antioksidan
sisteminde rol oynayan proteinlerin miktarlarinda degisiklikler meydana gelmistir. Bu
durum bu yolaklarin kuraklik stresinden ciddi derecede etkilendiklerinin gostergesi

olabilir.

v Siklitol uygulamasiyla birlikte o6zellikle fotosentez ve enerji yolaginda rol oynayan
proteinlerin miktarlarinda artislar meydana gelmistir. Bu durum siklitoliin bu
mekanizmalar1 uyararak yiiksek verim eldesi ve aktif stres cevabi konusunda bitkiye

avantaj sagladiginin gostergesi olabilir.

v' Tium bu veriler siklitol uygulamasinin bitkinin biyokiitlesini arttirarak, ABA seviyesini
diistirerek ve ozellikle fotosentetik proteinleri uyararak stres altinda ciddi bir avantaj
sagladigin1 gostermektedir. Ileride yapilacak detayll molekiiler calismalarla tartisma
kisminda degindigimiz noktalar aydinliga kavusturulabilirse, maliyeti olduk¢a uygun

olan bu maddenin tarimsal olarak kullanim potansiyelinin artacagini diisiinmekteyiz.
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EKLER

istatistiksel Yontem

Elde edilen biyokiitle ve ABA degerlerinin grup ve zaman interaksiyonundan etkilenip

etkilenmediginin kontrolii Tekrarlanan Olgiimlii Faktériyel ANOVA ile degerlendirildi.

Ayrica her bir zaman diliminde, deney gruplarinin birbirlerinden farklarini kontrol

etmek icin tek yonlit ANOVA kullanilmistir.

Bunlarin yani sira her bir deney grubundaki zamansal farkin degerlendirilmesi igin

Biyokiitle 6l¢timleri icin Tekrarli o6l¢iimler Varyans Analizi kullanilirken, ABA 6l¢limler icin

Eslestirilmis t testi kullanilmistir.

Ozet istatistik olarak Ort+Std.Sapma degerleri verilmistir. Istatistik anlamhlik seviyesi

p<0,05 olarak alinmuistir.

Sonugclar ortalama degerlerine ait ¢izgi grafik gosterimi ile de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Biyokiitle Olgiimlerine ait tanimlayici Istatistikler ve Tekrarlanan Olgiimlii Faktoriyel

ANOVA Sonucu
Gruplar Ort+Std.Sapma P
Gilinler
Kontrol 0,11400+0,001732
Kontrol Siklitol {0,11833+0,000577
1.giin
Kurak 0,11833+0,000577
Kurak Siklitol 0,12600+0,001732
Kontrol 0,25567+0,001155
Kontrol Siklitol [0,23767+0,000577
3.gilin <0,001
Kurak 0,23067+0,000577
Kurak Siklitol 0,22767+0,000577
Kontrol 0,23867+0,000577
Kontrol Siklitol [0,22133+0,001155
5.gilin
Kurak 0,18867+0,001155
Kurak Siklitol 0,19133+0,000577
Zaman*Grup interaksiyonu Biyokiitle ol¢iimleri

bakimindan

istatistiksel

olarak

anlamhdir (p<0,001). Hem deney grubu degistikce hem de takip siiresi arttik¢a elde edilen

biyokiitle degerlerinde farklilik goriilmistiir.
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Tablo 2. Biyokiitle Ol¢iimlerine ait tanimlayici Istatistikler ve Tek yonlii ANOVA Sonucu

Gilinler |Gruplar Ort+Std.Sapma P
Kontrol 0,11400+0,001732
Kontrol Siklitol {0,11833+0,000577

1.giin <0,001
Kurak 0,11833+0,000577

Kurak Siklitol  [0,12600+0,001732

Kontrol 0,25567+0,001155
Kontrol Siklitol |0,23767+0,000577

3.gln <0,001
Kurak 0,23067+0,000577

Kurak Siklitol  {0,22767+0,000577

Kontrol 0,23867+0,000577
Kontrol Siklitol |0,22133+0,001155

5.gilin <0,001
Kurak 0,18867+0,001155

Kurak Siklitol |0,19133+0,000577

Biyokiitle degerleri bakimindan her bir zaman dilimi i¢ginde gruplar arasinda farklilik
kontrolii ANOVA ile degerlendirildi.

1.Giin ol¢limlerinde kontrol siklitol ve kurak gruplar: arasinda istatistiksel anlamli fark
yoktur (p=1,000).

Bu sonug disindaki tiim karsilastirmalar istatistiksel anlamli seviyede farklidir(p<0,05).
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Tablo 3. Biyokiitle Ol¢iimlerine ait tanimlayic Istatistikler ve Tekrarli dl¢iimler Varyans Analizi

Sonucu

GRUP Glin Ort+Std.Sapma P
1.glin 0,11400+0,001732

Kontrol 3.glin 0,25567+0,001155 |<0,001
5.glin 0,23867x0,000577
1.glin 0,11833+0,000577

Kontrol Siklitol |3.glin 0,23767+0,000577 |(<0,001
5.glin 0,22133+0,001155
1.glin 0,11833+0,000577

Kurak 3.glin 0,23067+0,000577 |<0,001
5.glin 0,18867+0,001155
1.glin 0,12600+0,001732

Kurak Siklitol ~ |3.glin 0,22767+0,000577 |<0,001
5.glin 0,19133+0,000577

Deney gruplarinin kendi icinde zamansal farkliik gosterip gostermedigi Tekrarh
Olctimler Varyans Analizi ile degerledirildi.

Kontrol grubundaki élciimler tiim giinlerde farklilik gostermistir.

1.glin ile 3. Giin (p<0,001).

1.giin ve 5.glin (p<0,001).

3.giin ve 5.giin (p=0,003).

Kontrol Siklitol grubundaki dl¢timler tiim glinlerde farklilik géstermistir.

1.giin ile 3. Giin (p<0,001).

1.glin ve 5.gilin (p<0,001).

3.giin ve 5.giin (p=0,001).

Kurak grubundaki 6l¢timler tiim giinlerde farklilik géstermistir (p<0,001).

1.glin ile 3. Giin (p<0,001).

1.giin ve 5.glin (p<0,001).

3.giin ve 5.giin (p<0,001).

Kurak Siklitol grubundaki élciimler tiim giinlerde farklilik géstermistir.

1.giin ile 3. Giin (p<0,001).

1.glin ve 5.gilin (p=0,001).

3.giin ve 5.giin (p<0,001).
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Grafik 1. Grup ve Zaman Degisimine gore Biyokiitle Degerleri
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ABA

Tablo 4. ABA Olgiimlerine ait tammlayic1 Istatistikler

ve Tekrarlanan Olgiimlii Faktoriyel

ANOVA Sonucu

Glin GRUP Ort+Std.Sapma P
Kontrol 0,812333+0,0011547
Kontrol Siklitol |0,874333+0,0015275

ABA1.giin
Kurak 0,849333+0,0005774
Kurak Siklitol |0,878667+0,0005774

<0,001

Kontrol 0,814333+0,0015275
Kontrol Siklitol |0,841667+0,0005774

ABA3. giin
Kurak 0,848333+0,0011547
Kurak Siklitol |0,815667+0,0011547

Zaman*Grup interaksiyonu ABA olciimleri bakimindan istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,001). Hem deney grubu degistikce hem de takip siiresi arttikca elde edilen ABA

degerlerinde farklilik goriilmiistiir.

Tablo 5. Biyokiitle Ol¢iimlerine ait tanimlayici istatistikler ve Tek Yonlii ANOVA Sonucu

Giin GRUP Ort+Std.Sapma P
Kontrol 0,812333+0,0011547
Kontrol Siklitol [0,874333+0,0015275
ABA1.glin <0,001
Kurak 0,849333+0,0005774
Kurak Siklitol |0,878667+0,0005774
Kontrol 0,814333+0,0015275
Kontrol Siklitol |0,841667+0,0005774
ABA3. giin <0,001
Kurak 0,848333+0,0011547
Kurak Siklitol |0,815667+0,0011547

ABA degerleri bakimindan

her bir zaman dilimi i¢inde gruplar arasinda farklilik

kontrolii tek yonlii ANOVA ile degerlendirildi.

3.giin kontrol ve kurak siklitol gruplar1 arasinda istatistiksel anlamh fark yoktur

(p=0,195).

Bu sonuc¢ disindaki tim karsilastirmalarda gruplar birbirinden istatistiksel anlamh

seviyede farklilik gdstermistir (p<0,001).
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Tablo 6. ABA Olgiimlerine ait Tanimlayici statistikler ve Eslestirilmis t Testi Sonucu

GRUP GUN OrtxStd.Sapma p
1.glin 0,812333+0,0011547
Kontrol 0,184
3. gilin 0,814333+0,0015275
1.glin 0,874333+0,0015275
Kontrol Siklitol 0,001
3. gilin 0,841667+0,0005774
1.glin 0,849333+0,0005774
Kurak 0,225
3. glin 0,848333+0,0011547
1.glin 0,878667+0,0005774
Kurak Siklitol <0,001
3. gilin 0,815667+0,0011547

Her bir deney grubu icinde ABA degerleri bakimindan zamansal farklilik kontroli
Eslestirilmis t testi ile yapildi.

Kontrol (p=0,184) ve kurak (p=0,225) gruplarinda elde edilen 1.giin ve 3.giin ABA
degerleri bakimindan istatistiksel anlamli farklilik yoktur.

Kontrol siklitol (p=0,001) ve kurak siklitol (p<0,001) gruplarinda elde edilen 1.giin ve

3.giin ABA degerleri bakimindan istatistiksel anlamli farklilik vardir.
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Grafik 2. Grup ve Zaman Degisimine gore ABA Degerleri
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