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OZET

HASSAS VE TOLERANT EKMEKLIK BUGDAY CESITLERINDE KURAKLIK
BASKISININ BAZI FiZYOLOJIK VE BiYOKIMYASAL PARAMETRELER
UZERINE ETKILERI

YILMAZ, Pinar
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Can YILMAZ
Nisan 2021, 105 sayfa

Iklim degisikligi tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de kuraklik baskisini artirmus,
bu durum da pek cok endiistriyel iiriinle birlikte bugday iiretimini de olumsuz yonde
etkilemektedir. Tez ¢alismasinda, kurakliga karsi tolerant oldugu rapor edilmis Bezostaja ile
gorece hassas Tosunbey ekmeklik bugday varyeteleri icin, kisa siireli kurakligin farkh
derecelerinin fizyolojik ve biyokimyasal parametreler {izerindeki etkilerinin genis bir
cercevede bir arada incelenmesi; hem aymi varyetede artan kurakligin gerceklestirdigi
degisimlerin, hem de bu iki varyetenin benzer kosullarda verdigi yanitin karsilastirilmasi
amaclanmistir. Govde ve kok uzunluklarinda, yas ve kuru agirliklarinda, RWC degerlerinde,
beklenildigi sekilde, kuraklik artis1 ile beraber azalmalar meydana gelmistir. GSH havuzunda
Tosunbey bugdayinda yliksek oranda bir degisiklik kaydedilemezken Bezostaja bugdayinda
GSH havuzunun daha yiiksek 6l¢iildiigii kaydedilmistir. GSH miktarlarinin ise kurakliga
bagli olarak azaldig: tespit edilmistir. Toplam GST enzim aktivitesinde kuraklik artigina bagl
olarak her iki bugday ¢esidinde de 6nce bir diislis ardindan artis oldugu belirlenmistir. Ancak
GSTT1-1 enzim aktivitesinde gozlemlenen diisiisiin dogrudan kurakliga bagli olup olmadigi
daha ileri analizleri gerektirmektedir. Klorofil ve karotenoid miktarlarinda kisa stireli
kuraklik stresine bagl olarak artiglar goriilmiistiir. Prolin igeriginde ise her iki ¢esitte de artis
Ol¢iilmiistiir. UPGMA filogramlar: orta ve yiiksek kuraklik uygulamalarinin ortaya ¢ikardig
protein profillerinin kontrol ve diisiik kuraklik baskisinda izlenenden istatistiksel olarak farkli
oldugunu her iki varyete i¢in de ortaya koymustur. Bezostaja varyetesi kontrol ve %5 PEG
orneklerinin protein profilleri ayn1 varyetenin orta ve yiiksek kuraklik uygulanan 6rneklerinin
profillerinden daha ¢ok Tosunbey'in orneklerindekine benzerlik gostermistir. Bu durum,
tolerant Bezostaja varyetesinin, orta ve yiiksek kurakliktan sakinmak i¢in protein profilinde

ne denli etkin bir degisiklige gittiginin de gostergesidir.

Anahtar kelimeler: Bezostaja, biyokimyasal belirtegler, fizyolojik cevap, kuraklik,
Tosunbey, UPGMA






ABSTRACT

EFFECTS OF DROUGHT PRESSURE ON CERTAIN PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL PARAMETERS IN SENSITIVE AND TOLERANT BREAD
WHEAT VARIETIES

YILMAZ, Pinar
Master in Science Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Can YILMAZ
April 2021, 105 pages

Climate change has increased the pressure of drought in our country as well as all
over the world, and this situation negatively affects wheat production along with many
industrial products. In this thesis, a comprehensive study of the effects of different degrees of
short-term drought on physiological and biochemical parameters for two bread wheat
varieties: Bezostaja, which is reported to be drought tolerant, and Tosunbey which is
relatively sensitive, were evaluated. It is aimed to compare both the changes caused by the
increased drought in the same variety and the response of these two varieties under similar
conditions. Stem and root lengths, wet and dry weights, RWC values, as expected for both
varieties, decreased with the increase in drought. While a high rate of change was not
recorded in Tosunbey wheat in the GSH pool, it was noted that the GSH pool was measured
higher in Bezostaja wheat. It was determined that the amount of GSH decreased due to
drought. It was determined that there was a decrease and then an increase in the total GST
enzyme activity in both wheat varieties due to the increase in drought. However, whether the
decrease in GSTT1-1 enzyme activity is directly related to drought requires further analysis.
Increases in the amount of chlorophyll and carotenoids were observed due to short-term
drought stress. Proline content was increased in both cultivars. UPGMA phylograms revealed
that the protein profiles of medium and high drought applications were statistically different
from those observed in control and low drought pressure for both varieties. The protein
profiles of the Bezostaja variety control and 5% PEG samples were more similar to that of
Tosunbey's samples than the profiles of the same variety in medium and high drought
conditions. This is also an indication of how effectively the tolerant Bezostaja variety

changes its protein profile to avoid medium and high drought.

Keywords: Bezostaja, biochemical markers, drought, physiological response,
Tosunbey, UPGMA
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Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

1.1. Bugday, Tiir simiflandirmasi, Yayilim ve insanhk I¢in Onemi

Bugday (Triticum); insanligin tiim tarihi boyunca, lilkemizde ve diinyada biiyiik bir
oneme sahip olan, ekimi ve 1slah1 en ¢ok yapilan tahil iirlinleri arasinda yer alan tek yillik ve
otsu bir tarimsal bitki tiiriidiir. Basak, kok ve sap kisimlarindan olusur. Karasal iklimlerde
yetistirilmesi daha kolaydir. Bugday, ekmek gidasinin da ana maddesidir. Ayrica un ve yem
iiretiminde de temel besin kaynag olarak kullanilan bir tahil ¢esididir. Insanlarin giinliik
besin ihtiyaglariin karsilanmasinda da bugday olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (EI-Afry ve
ark., 2012).

fIk olarak Neolitik donemde iiretiminin yapildigma dair kanitlar bulunan bugday
bitkisi insanligin varligindan beri ¢ok biiyiik bir 6neme sahip olmustur. Bugdaym ilk olarak
Mezopotamya’da ekiminin yapildig1 disiinilmektedir. Misir’da cesitli kazilar esnasinda
piramitler i¢erisinde bugday taneleri bulunmus ve bazi duvarlar {izerinde bugday bitkisine ait

oldugu diistiniilen betimlemeler tespit edilmistir.

Bugdayin {iretimi, verimli ve direngli tiirlerinin gelistirilmesi, diinya niifusunun
giderek artmasi ile yeryiiziinde olusabilecek besin sikintisinin olugmasinin 6nlenmesi
acisindan blylik bir 6neme sahiptir. Bir tahil iriinii olmasi ve hem insanlar hem de
hayvanlarin tiiketebilecegi bir besin olmasi nedeni ile de iiretiminin devamliligi oldukca

onemlidir (Tirkiye’nin bugday atlasi, 2016).

Ulkemizde Diyarbakir’m Karacadag bdlgesinde yaklasik olarak 10 bin yil éncesinde
kiiltire alindig1 disiiniilen bugday bitkisinin Anadolu topraklarinda 23l yabani 400°den
fazla ¢esidi bulunmaktadir. 1987 yilinda Vavilov tarafindan yapilan arastirmalar sonucunda
olusturdugu 8 gen merkezinden 2’si Tiirkiye’de yer almaktadir. Kiiltiire alinan ilk bugday
tiirleri kavuzludur ve kirllgan basak yapisina sahiptir. Hekzaploid ekmeklik bugday (Triticum
aestivum L., 2n=42, AABBDD), tetraploid sert veya makarnalik bugday (T.durum,
2n=28,AABB) giinlimiiz bugday iiretiminde en ¢ok yer alan ¢esitlerdendir. Bu tiirler arasinda

da en ¢ok ekimi ve iiretimi yapilan ekmeklik bugdaylardir. Ekmeklik bugdaylarin verim ve



kalitesinin yiiksek olmasi, kuraklik ve sicakliga kars1 direng gosterebilmesi sebebi ile tercih
edilen bir tiir halini almigtir. Belirtilen tiirler i¢in A, B, D genomlarinin siras1 ile T. urartu
Thumanjan ex Gandilyan, Ae. speltoides Tausch ve Ae. tauschii Coss.’den geldigi kabul
gormektedir (Ozberk ve ark., 2016) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Bugday bitkisinin kdkeni (Ozberk ve ark., 2016).

Diploid bugdaylarin genom yapilarinin gosterimi (AA) seklinde, kromozom sayisi
(2n=14) olarak, tetraploid bugdaylarin gosterimi (AABB) seklinde, kromozom sayist (2n=28)
olarak, hekzaploid bugdaylarin gosterimi ise (AABBDD) seklinde ve kromozom sayisi
(2n=42) olarak ifade edilir. Ekmeklik bugday (Triticum aestivum), Dogu (iran)
bugday1 (Triticum carthlicum), Topbas bugday (Triticum compactum), Gernik (Triticum
dicoccon), Durum bugday: (Triticum durum), Kaplica bugday: (Triticum monococcum),
Polonya bugday: (Triticum polonicum), Kavuzlu bugday (Triticum spelta), Turnadili
bugday (T. turanicum), Ingiliz (kaba tahil) bugday (Triticum turgidum) bazi bugday
cesitlerindendir (Atak, 2017; Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Bugday tohum tipleri (Shewry, 2009).

Insanligin uygarhga gecisindeki temel faktorler hayvan irklarinin evcil hale
getirilmesi ve bitki tiirlerinin kiiltiire alinip yetistirilmesidir. Farkli uygarliklar: biinyesinde
barindiran Anadolu topraklari, tiim diinyada beslenmede kullanilan ve olduk¢a 6nemli olan
baz1 bitkilerin yetistirilmesinde ve diinyaya yayilis gostermesinde olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Anadolu’dan ¢ikan bu bitkilerin genetik orijinlerinin burasi olmasi ve tiim diinyaya
buradan yayilis gostermesi konusunda Anadolu topraklar1 vazgegilmez bir cografyadir (Atak,

2017).

Bugday, diinya niifusunun beslenmesi ve gida giivenilirliginin olusturulmasi
yoniinden hayati bir 6neme sahip olmasinin yani sira diinya iizerindeki bitki biyolojik
cesitliliginin de en Onemli unsurlarindandir. Diinya’da en c¢ok iiretimi yapilan tahil
bitkilerinin basinda bugday gelir (Sekil 1.3). Bunun yaninda oldukga genis bir cografyada
tarim1 yapilmaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.3. Diinyada 2018 yil1 tahil {iretim yilizdeleri (FAOSTAT, FAO Statistics Division,
2020).
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Sekil 1.4. Diinya’da bugday iiretim haritas1 (Monfreda ve ark., 2008).

Bugday insanlarin hem gec¢im kaynagi olmasi hem tiikettigi bir besin olmas1 hem de
sanayide bir¢cok {irlinde ham madde olarak kullanilmasindan dolayr olduk¢a Onemlidir
(Turkiye’nin bugday atlasi, 2016; Karagoz, 2020; Kasim ve ark., 2013). Artan diinya
niifusunun gida ihtiyacinin karsilanmasinda bu denli 6nemli bir yere sahip olan bugdayin
tarimina dair faaliyetler de zamanla yogunlagmakta ve iiretim kapasitelerinin artirilmasi i¢in

caba sarfedilmektedir (Sekil 1.5.).
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Sekil 1.5. Diinya’da bugday {iiretimi verileri 1996-2018. Tiirkiye diinyadaki en biiyiik 11.
bugday iireticisidir. (Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) veritabani).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii verilerine dayanarak, tabloda da belirtildigi
iizere 2018 ile 1996 yillar arasinda Diinya’da bugday iiretiminin en ¢ok yapildig: iilkelerin
en baginda 131,40 milyon ton ile Cin gelmektedir. Siralamada 2. sirada 99,70 milyon ton ile
Hindistan ve 3. sirada 72,10 milyon ton ile Rusya bulunmaktadir. Diinya’da 2018 yilinda
toplam bugday tiretimi 734.00 milyon tondur. Tirkiye ise 20 milyon ton iiretimle Diinya

siralamasinda 11. sirada yer almaktadir.

Bugday olcek fiyat1 1866 yilindan gilinlimiize kadar gecen siiregte siirekli olarak
dalgalanmali artiglar gostermektedir. 1866 yilinda bugday olgek fiyati 1 dolarn biraz
iizerinde iken 2015 yilinda 7,5 dolara yakin oldugu Amerikan Tarim Bakanlig1 veri grafigine

gore sOylenebilir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Bugdayin Olgek fiyatindaki degisim 1866-2015 (Amerikan Tarim Bakanligi-
USDA).

Bugday fiyatlarinda meydana gelen yiikselis artan taleple birlikte ekim alanlarindaki
daralma ve iklim degisiminin getirdigi kuraklik gibi ¢evresel faktorlerin birlesimi sonucudur.
Ulkemiz de bu biiyiik problemin etkisi altindadir. Tiirkiye’de bugday ekim alanlarmin yillara
gore degisimlerine ait grafikte (Sekil 1.7) gortldiigl gibi her 5 yilda bir veriler toplanmig ve
islenmistir. Ziraat Miihendisleri Odast’nin 2018 tarihli Bugday Raporu'na gore Tirkiye’de
2000 yilinda 9,4 milyon hektar1 bulan ekim alan1 yillar gectikge azalmis, son olarak 2019
yilinda ise 6,8 milyon hektara kadar azaldig1 kaydedilmistir.

Bugday ekim alanlar (milyon hektar)
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Sekil 1.7. Tirkiye bugday ekim alanlarinin degisimi 2000-2019 (TMMOB Ziraat
Miihendisleri Odasi, 2018 Bugday Raporu).



Toplam ekim alanindaki azalma goriinlirde rekoltede bir diisiise sebep olmamakla
birlikte, artan ihtiyaci karsilamanin oniinde bir engel olarak degerlendirilebilir. Tiirkiye
islenmemis bugday tohumundan un freterek yar1 islenmis mamul ihracindan kazang
saglamakla birlikte, yine Ziraat Miihendisleri Odasinin ¢alismalar1 bugday ithalatinin toplam

maaliyetinin artis gésterdigini de raporlamaktadir (Sekil 1.8).

Yillara gore ithalatin faturas:
(milyar $)

0,15

2002 2019 2020-9 ay

Sekil 1.8. Tirkiye’nin bugday ithalatinin maaliyeti (TMMOB Ziraat Miihendisleri Odasi,
2018 Bugday Raporu).

Ziraat Miihendisleri Odasi’nin 2018 yili verilerine gore Tiirkiye’de 2002 yilinda
ithalatin faturasi 0,15 milyar dolar iken 2019 yilinda bu deger 2,3 milyar dolara ulasmis ve
2020 yilinin ilk 9 ay1 i¢in 1,6 milyar dolar olarak hesaplanmistir. Bu noktada iklim

degisikliginin etkilerinin ayr1 bir baslikta incelenmesi 6nem arzetmektedir.

1.2. iklim Degisikligi, Kurakhk ve Yarattigi Ekolojik Problemler

Diinya’daki insan niifusu her gecen yil artmaya devam etmekte ve artigla beraber
2050 yilinda Diinya’daki insan sayisinin da 9 milyar1 gegecegi tahmin edilmektedir. insanlar
icin gida yetersizligi olugsmasi gelecek yakin zamanda en biiyiik sorunlardan biri haline
gelecektir. Bu dogrultuda iiriin artisinin gergeklesebilmesi igin ise {irlinlerin verimliliginde ve
dayanikliliginda bir artis saglanmasi gerekir. Cesitli bugday tiirlerinin iiretilmesinde ¢evresel
faktorler, iklim degisikligi, biyotik ve abiyotik stres faktorleri olduk¢a onemli etmenlerdir.
Biyotik ve abiyotik stres faktorleri sebebi ile neredeyse mahsiillerin {iriin verimi yar1 yariya

bir oranda diisiis gosterebilmektedir. Uretimdeki diisiiste en biiyiik rolii olan etmen ise



abiyotik stres faktorleridir. Kuraklik, asir1 tuzluluk ve sicaklik, sel olusumu, toksik metal

birikimi, radyasyon gibi faktorler {iriin verimliligini olumsuz sekilde etkiler.

Iklim degisikligi sonucu karsilasacagimiz sorunlardan biri olan kiiresel 1sinma
sebebiyle yakin gelecekte bircok tarim firiiniiniin yetistirilmesinde ciddi riskler olusacagi
ongoriilmektedir. Ozellikle kuraklik stresinin yakin gelecekte daha biiyiik bir sorun teskil
edecegi diisliniilmektedir. Topraktaki nem oraninin diismesi sonucu ekilebilir tarim
alanlarindaki oranin %29’lardan daha da diisiik seviyede olmasi beklenmektedir (Aksay ve
ark., 2005). Ustelik bu tiir kuraklik baskismin en yogun yasanacag: cografyalarin basinda
iilkemizin de yer aldig1 Orta Dogu ile Giiney-Gilineybat1 Asya yer almaktadir (Sekil 1.9).

Kuraklik
Agirt kuraklik
Tarihsel kuraklik

LS

Sekil 1.9. Global kuraklik haritas1 (Motiee ve Mcbean, 2012).

Cizelge 1.1. Al kita igin bityiik 6l¢ekli kuraklik olusumlar1 (Motiee ve Mcbean, 2012)

No. of No. of No. of Longest Maximum
drouhts | drouhts < drouhts > duration spatial extent
6 months | 12 months (months) (km?)

Africa 44 28 4 19 (1982-84) 40.0%
Asia 86 37 22 49 (1984-88) 18.5%
Europe 40 24 4 20 (1959-61) 42.8%
North 57 34 8 44 (1950-53) 39.3%
America
Oceania 24 17 1 12 (1951-52) 80.2%
South 45 37 4 16 (1958-59) 51.2%
America




Alt1 kitadaki kuraklik durumlart 6 aydan az ve 12 aydan ¢ok olacak sekilde
incelendiginde (Cizelgel.l) kitalarda kuraklik olusum siralarimin Afrika, Asya, Avrupa,

Kuzey Amerika, Okyanusya ve Giiney Amerika olacak sekilde siralandigi goriilmektedir.

Tirkiye, iklim degisikligi ve kuraklik olaylarinin insidansi i¢in olusturulan
simiilasyonlarda ve nihai tahminlerde en ¢ok etkilenecek iilkeler arasinda bulunmaktadir. Bu
durum bugdayin gelecekte giivenli ve kontrollii sekilde iiretilmesi agisindan risk
olusturmaktadir. Tiim bu sorunlara karsin, diger yandan, diinya genelinde iiretilen bugday
miktariin da yaklasik olarak %70 oraninda arttirilmasi gerekmektedir (Hasanuzzaman ve
ark., 2013; Semenov ve ark., 2014). Bu senaryolar insanlarin tarim alanlarini en akilcr sekilde
kullanmalariin yaninda, daha dayanikli ve verimli bugday tiirlerini ekmelerini de zorunlu
hale getirmistir. Bugdayin kuraklik gibi c¢evresel etmenlere daha dayanikli hale

getirilebilmesi igin de dncelikle, fizyolojik ve metabolik dinamiklarin iyi anlasilmas1 esastir.

1.3. Bitkilerin Cevresel Baski Kosullarina Kars1 Savunma Mekanizmalari

Bitkiler hayatta kaldiklar1 siire boyunca farkli tip ¢evresel baski kosullarina maruz
kalirlar. Bu gevresel baskilar biyotik ve abiyotik ¢evresel baski olmak tizere temelde 2 gruba
ayrilir. Biyotik stres faktorleri mikroorganizmalar, patojenler ve herbivorlarin olusturdugu
stres faktorleri iken, abiyotik stres faktorleri ise kuraklik, asir1 diisiik ve yiiksek sicaklik, su
fazlaligi, asir1 tuzlu ortamlar, Kirleticiler, radyasyon gibi gevre etmenli faktorlerdir. Hem
biyotik hem de abiyotik stres tiirii bitkilerde verimi ve bitkilerin hayatta kalma g¢abasini
olumsuz sekilde etkileyen faktorleri icerir. Olusan abiyotik stres baskisi tarimi da azaltir.
Tim bu stres baskisina karsi bitki, stresi tolere edebilmek ve etkilerini en aza indirebilmek
icin gesitli fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar (Sekil 1.10) gelistirir (Gall ve ark.,
2015).
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Sekil 1.10. Kuraklik stresine cevap olusturan bitki yapraklarindaki metabolik olaylar ve
degisimler (Wang ve ark., 2016).

Bitkilerde kuraklik stresi olusumu ile beraber biiylime ve verim potansiyelleri ciddi
sekilde etkilenir. Toleransli olan tiirde strese karsi olusan tepki siddeti de azalir. Dallanmig
kok yapist bitkinin topraktan daha fazla su almasina ve bu suyun fotosentez i¢in taginiminin
yapilmasina yardimci olarak stresin etkilerini en aza indirmek igin cabalar. Fotosentetik
pigmentlerde olusan degisimler de kurakligin tolere edilmesinde olduk¢a 6nemli rol oynarlar.
Ozellikle karotenoidler bitkiyi kurakligin sebep oldugu oksidatif stresten korumak igin farkl
yontemler uygularlar. Bu nedenle de bitkideki kuraklik stresinin tolere edilebilmesi agisindan

karotenoidler 6nemli fotosentetik pigmentlerdir (Jaleel ve ark., 2009).

Kuraklik stresi ile karsi karsiya kalan bitkide 3 farkli savunma mekanizmasi
gergeklesir. Kuraklik stresine karsi tolerans, kacinma ve kacis. Kaginma mekanizmasi
stresten dolay1 bitki iizerinde olusan olumsuz etkilerinin giderilmesi veya geciktirilmesi i¢in
gerceklesir. Bu mekanizma sayesinde kuraklik sonucu olusacak su kaybi en aza indirilmis

olur. Kagis mekanizmasi i¢in ise yine su kaybmi en aza indirmek i¢in bitki stomalarin
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kapanmas1 seklinde bir tepki gelistirmistir. Tolerans mekanizmasinda ise su taginiminin
engellenmesinin bitki tarafindan tolere edilmesi ve ksilem direncinin olusmasi ile gergeklesir.
Kagis mekanizmasinda yine asil hedef bitkideki su kaybinin gegici de olsa tolere edilip en aza

indirilmesini saglamaktir (Delzon, 2015; Basu ve ark., 2016; Sekil 1.11).

Water Stress in Vegetative Tissues
(Coping Mechanisms)
Vejetatif Dokularda Kurakhk Stresi
(Dayamkhhk Mekanizmalari)

Strain Avoidance
Stresten Ka¢inma

Strain Tolerance
Stres Toleransi

N l

Orta Dereceli Kuraklik Stresinde

Hayatta Kalirlar

(Craterostigma

(Xerophyta humilis,

wilmsii Eragrostis nindensis )
Myrothamnus
flabellifolius)

— e Desiccation Tolerance

rought rought Tolerance

Avoidance: (Drought Resistance): Kuruma Toleransi

Drought reduced water Protective solutes,

Escaping: loss, increased osmotic adjustment for

dormant periods/ water uptake turgor maintenance to - n Ly _

short life cycle (eg.Succulents) continue functioning :.':t"t\(r‘n;ﬂd“mcr loss E:glr?n?nﬂ;rblfss

(eg.Ephemerals ) Kurakiikisn %Jmugh water deficit (eg. prcdoml‘mmllv rely cn\'ironmcnl.‘rclv

Kurakhktan ]:Q "‘Lnlr:a ) 4”—1(““:‘10 ;‘c_:.n:ub ) on protection predominantly on

Kagis: urcikian su i ehs Lo eranst mechanisms during repair during

dormant kaybim (Kurakhk Dirend): dehydration rehydration

periyoda dnleyerek ya da su kath@i boyunca turgoru . (eq. Resurrection

girme/kisa su alimim stirdiirmek i¢in koruyucu Agin su ka¥br> mosses and algae)

yasam déngiisii arttirarak solutlar sen!ezlpll?c (_gg_] . sirasinda i,‘(':.';'.itli

secme kaginma herdem vesil bitkileri gibi) Koruvucu Cevredeki hizli su

(Efemerler gibi) %‘;‘%‘M mekanizmalari kaybinin neden oldugu

o kullanarak etkili bir etkiyi suyun normal
sekilde su kayip diizeye donmesi
hizimi azaltma sirasinda tamir
mekanizmalarinin
kullamlmasi voluyla
etkili bir sekilde
giderme (Dirilen
vosunlar ve algler gibi)
Y Homiochlorophylly Poikilochlorophylly
4 Klorofil alikoyucu Klorofil kaybeden
Survive Moderate Water Stresses dirilen bitkiler dirilen bitkiler

I ‘T+

Survive Severe Water Stresses
Siddetli Kuraklik Stresinde Hayatta
Kalirlar

Sekil 1.11. Bitkilerin kuraklik baskisina karsi savunma sistemleri ve stratejileri (Delzon,
2015; Diaz-Lopez ve ark., 2012).
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Xenobiotics: R-X

| Transport to vacuole |«——[GS-R + H-X, (GSSG |

Sekil 1.12. Abiyotik stres esnasinda ROS detoksifikasyon mekanizmalarinda gorev alan

cesitli antioksidan enzimler (Hasanuzzaman ve ark., 2017).

Sekil 1.12°de goriildiigii gibi reaktif oksijen gesitleri (ROS) detoksifikasyon
mekanizmalarinda AsA-GSH dongiisii AsA ve glutatyon (GSH) moliikiiliinden, antioksidan
enzimler askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat (MDHAR), dehidroaskorbat
(DHA), glutatyon rediiktaz (GR) molekiillerinden olusur.

Sekil 1.12 iizerinde noktali ¢izgilerle gosterilen kisimlar enzimatik olmayan gegisleri
ifade eder. R yan grup olarak aromatik, alifatik ya da heterosiklik grubu temsil eder. X ile
gOsterim nitrit, siiftat, halojeniir gruplarindan biri olabilir. Abiyotik stres sonucu bitkide ROS
iretimi meydana gelir. ROS detoksifikasyonunda ilk savunma SOD (stiperoksitdismutaz)
kullanimidir. O,, H,O7’ye doniismiistiir. Olusan H,0, katalaz (CAT) enzim aktivitesi
sayesinde H,O’ya doniisiir ya da H,O, AsA-GSH dongiisii igerisine girer ve bu dongii iginde
APX ve ASA kullanilarak H»O’ya donistiiriiliir. ROS detoksifikasyonuna katilan ASA,
DHA'ya oksitlenir. AsA-GSH dongiisiinde yer alan enzimler olan MDHAR ve DHAR AsA
yolu reaksiyonlarinda gorev alir. GSH molekiili ROS (glutatyon peroksidaz veya GST
aktivitesi ile) veya ksenobiyotik (GST aktivitesi ile) detoksifikasyonunda rol alir. GSH
molekiili ROS detoksifikasyonu sirasinda glutatyon disiilfiir molekiili (GSSG)’ye
doniistiiriiliir. Bu GSSG molekiilii, glutatyon rediiktaz aktivitesi ile tekrar GSH molekiiliine

dontstiiriiliir (Hasanuzzaman ve ark., 2017).
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Sekil 1.13. Indirgenmis ve oksitlenmis glutatyonun bitki cansiz stres yanit mekanizmasinin
temel gosterim semas (Gill ve ark., 2013).

Glutatyon rediiktaz flavoenzim grubunun bir iiyesidir ve disiilfid yan grubu igerir.
GSSG’nin bir moliiniin GSH molekiiliine doniistiirtilmesi i¢in bir mol NADPH kullanilir. GR

mekanizmasi ile ilgili olarak burada (Sekil 1.13) var olan substrat ile GR redoks

dontigiimlerinin kontrol edildigi sematize edilmistir (Gill ve ark., 2013).
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1.3.1. Kuraklik baskisinin bitkilerdeki etkileri ve yanit mekanizmalari

Uzun dénem Kisa dénem
Diisiik nem
Yiiksek sicaklik

g * Kok sinyallerinintaninmasi
Yiiksek 151k

* Stomalann kapanmasi
¢ Azalmig C asimilasyonu
¢ Coklu stres algilama

2 s s * Genetik tepkiler
* Yavaglamg siirgiin geligimi | _—

¢ Azalmig transpirasyon alam
* Kok sinyallerinin taninmasi
* Genetik tepkiler

* Biiylimenin yavaglamasi

* Genetik tepkiler
* Metobolik uyum

* Ozmotik uyum \
* Sinyal aktarimi

¢ Ksilemde hidrolik degisiklikler
¢ Tagimmin 6ziimsenmesi

¢ Turgor savunmasi .\(

¢+ Devam edenkdk geligimi

Su noksanligi
Toprak sikismast

* Artmig kdk/govde orani \

* Artmig apsorbsiyon alam * Hiicre kuraklik sinyalleri

* Genetik tepkiler
¢ Osmotik uyum

Sekil 1.4: Bitkide uzun ve kisa dénem olusabilecek kuraklik baskisina karsi gelisen yanitlar
(Ors ve Ekinci, 2015; Chaves ve Pereira, 2003).

Kuraklik etkisi altinda bitkilerdeki biiylime ve gelisme fonksiyonlari olumsuz yonde
degisir. Bitkideki degisimler bitkinin maruz kaldig: kuraklik siiresine bagl olarak degiskenlik
gosterir (Farooq ve ark., 2014). Kurakligin olustugu ilk evrelerde, bitki topraktan daha fazla
su alabilmek i¢in kok gelisimini destekleyerek ihtiyaci olan suyu topraktan almaya caligir.
Ancak toprakta olusabilecek uzun siireli bir kuraklik karsisinda bitkide kok ve govde gelisimi
bir siire sonra yavaslar ve durur. Bu durumda bitki yaprak yiizey alanini ve yaprak sayisini
azaltir. Yapraklarda sararmalar goriilebilir ve yaprak kayiplari meydana gelebilir. Bitkide
gergeklesen bu degisimler kok ve govde kisimlarindaki hiicre boliinmelerinin zayiflamasina
sebep olur. Bunun sonucunda ise kuraklik sebebiyle fotosentez orani diiser (Oztiirk, 2015).
Kuraklik stresi ile beraber yaprakta sinyal yolaklarinin aktive edilmesi, genlerin ekspresyonu
ve protein biyosentezi tesvik edilir. Bunlarin yani sira fotorespirasyon, fotosentez, hiicre
iskeleti ve hiicre boliinmesinin, azot ve amino asit metabolizmasinin inhibisyonunu saglar
(Sekil 1.14) (Wang ve ark., 2016). Ayrica kuraklik, su ile koklere taginimi saglanan bazi
besinlerin alimini ve kullanilmasini da engelleyen bir durumdur (Maheshwari, 2012).

Dogal yollarla olusan kuraklik stresine ek olarak bir de laboratuvar ortaminda
olusturulan kuraklik stresi vardir. Bu da polietilenglikol (PEG) kimyasali tarafindan

olusturulabilir.
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PEG soliisyonu birden fazla farkli konsantrasyona sahiptir. Bu sebeple farkli
konstantrasyon testleri yapmak kolaydir. PEG kimyasalinin molekiiler agirlig1 yiiksektir ve
bitkinin aldig1 suyun bitki hiicre duvarina gegisine engel olur. Bu 6zelligi sebebi ile de
cimlenme deneyleri yapilirken bitkinin su potansiyelinin kontrol edilmesinde PEG soliisyonu
kullanilir. Cimlenme deneyleri yapilirken tohumlar ¢esitli konsantrasyonlarda PEG soliisyonu
ile muamele edilirler. Ureticiler, denenen tiirler icin ayirt edici 6zellik olmas1 ydniinden PEG
soliisyonunun farkli konsantrasyonlarini kullanarak en ideal konsantrasyonu tespit ederler ve
o konsantrasyonu kullanirlar. Tespit edilen konsantrasyon secilebilecek en yiiksek

konsantrasyon olup bitkinin de tolere edebilecegi maksimum kuraklik siniridir (Sallam ve
ark., 2019).

1.3.1.1. Kuraklik baskisinin fizyolojik etkileri

Bitkilerde kuraklik stresine yanit olarak geg¢miste bircok tepki mekanizmasi tespit
edilmistir. Ozellikle bugday ve arpa bitkilerinde kurakligin olusturdugu etkileri azaltan birgok
fizyolojik degisim tespit edilmistir. Belirli genler tarafindan kontrol edilen bu fizyolojik
degisimler genetikciler ve {ireticiler i¢in oldukca 6nemli gostergelerdir. Kurakliga direng
gosteren ve kurakliga duyarli bugdaylarda olusan fizyolojik degisiklikler sekildeki gibidir
(Anjum ve ark., 2011; Sallam ve ark., 2019; EI-Afry ve ark., 2012).

Kuraklik stresi bugday ¢esitlerinde kok uzunlugu ve siirglin uzunlugu, RWC degeri
yani bagil su igerigi, yaprak gelisimi ve tohum ¢imlenmesi gibi fizyolojik gelisimlerde
azalmaya sebep olan 6nemli faktorler arasindadir. Ayrica olusan kuraklik stresinin derecesi

bitkinin fizyolojik gelisimi ile ters orantili sekilde etki eder (Hasanuzzaman ve ark., 2013).

Bitkinin kurakliga maruz kalmasi sonucunda genel olarak bitkide kok ve govde
oranlarinda strese bagli olarak degisimler meydana gelir. Absisik asit, sitokinin, etilen, malat
gibi bazi molekiiller stres toleransinda miktarlarini arttirarak rol oynarlar. Aba genel olarak
bitki terlemesinde etkin rol oynayan bir molekiildiir. Ayrica stres durumunda bitki yanit
olarak stomalarmi kapatma eyleminde bulunur ve bu sekilde su kaybini en aza indirmeye
calisir. Klorofil pigmentlerinin azalmasi ile bitkinin kuraklik stresine yanit mekanizmasi
diizenlenmeye calisilir. Kuraklik stresi altinda bitkide klorofil iceriginde azalma meydana
gelir. Bu azalmanin sebebinin kuraklik stresinin klorofil pigmentlerini bozduguna yonelik bir

durum oldugu disiiniiliir. Bagil su igerigindeki degisimler de yine bitkinin kurakliga
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toleransinda rol oynayan diger bir parametredir. Yaprak RWC degerleri gelisimin ilk
evrelerinde yiiksek degerlerde iken kurakliga maruz kalma siiresi ile beraber bu degerlerde

azalmalar beklenir (Anjum ve ark., 2011).

Verimin azalmasi

Sekil 1.15. Kuraklik stresine maruz kalan bitkide ger¢eklesen bazi degisimler (Vurukonda ve
ark., 2016).

Kuraklik stresi ayrica bitki su alim yetenegini ve turgoru da etkiler. Bitkinin ihtiyaci
olan besini kokleri sayesinde topraktan alamamasi ve bitkiye iletilememesine sebep olur. Bu
sebeple suda ¢ozlinen besinlerden olan nitrat, kalsiyum, siilfat, magnezyum gibi besinlerin
diflizyonunu olumsuz yonde etkiler. Kuraklik bitkide antioksidan savunma sistemine etki
ederek serbest radikal olusumunu da tetikler. Sonugta kuraklik stresi bitkilerde biiyiime,
gelisme ve {irtin kalitesini olumsuz sekilde etkileyen en Onemli faktorler arasindadir

(Vurukonda ve ark., 2016; Sekil 1.15).
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1.3.1.2. Kuraklik baskisinin metabolizmaya etkisi

Bitkilerde kuraklik stresi sonucu olusabilecek metabolizma hasarinin en aza
indirilmesi i¢in bitki savunma mekanizmalari mevcuttur. Reaktif oksijen tiirleri ile
antioksidan enzim aktivitesi arasinda olusan denge oksidatif hasarin meydana gelip
gelmeyecegini belirler. Olusabilecek oksidatif hasarin en aza indirilmesi i¢in bitki tarafindan
diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar olan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemler gelistirilir. Bu antioksidanlar; katalaz (CAT), siliperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-
transferaz (GST) enzimleridir. Bitkide yiiksek diizeyde enzim aktivitesi olusmasi oksidatif
hasara karsi kapasiteyi artirarak kuraklik toleransina katkida bulunabilir (Anjum ve ark.,
2011).

Benzer fizyolojik parametrelerde oldugu gibi fotosentez de cevresel etmenlerden
dolay1 etkilenir. Kuraklik stresi de bitki {izerinde O6nemli derecede olumsuz etki birakir

(Hasanuzzaman ve ark., 2013; Anjum ve ark., 2011).

“Kuraklik stresi

A 4

\ 4

H

-[ Kloroplast hacminde azalma ]

-[ Stroma toplanmasi ]

Klorofil-protein kompleksinin
yapisal degisimi

Sekil 1.16. Bitkide olusan kuraklik stresi sonucu fotosentez oranindaki diisiisiin sebepleri
(Hasanuzzaman ve ark., 2013).
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Bitkilerde kuraklik stresi sirasinda hormon seviyesinde degisiklikler, dengesizlikler
olusur. Hormon dengesizligi sebebi ile bitkilerdeki fotosentez seviyesinde de azalma
meydana gelir. Bununla beraber bitkideki RWC degeri ve yaprak su tutma kapasitesinde de
azalma ve stomalarin kapanmasi olaylar1 goriiliir. Stoma kapanmasi bitkinin strese maruz
kaldig1 esnada gosterdigi en erken tepkilerdendir. Stomalarin kapanmasi sonucu mezofil
hiicreleri ile alinan COz’nin alinmasinda diisiis meydana gelir ve sonugta karboksilasyon
(CO, asimilasyonu) diiser (Hasanuzzaman ve ark., 2013; Ganji Arjenaki ve ark., 2012; Sekil
1.16).

1.4. Glutatyon ve Glutatyon S-transferazlar

Abiyotik stresin birgok ¢esidi bugday tiirleri i¢in risk faktorii olustururlar. Bu abiyotik
baski bitkide reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 oranda iiretimine sebep olurlar. Reaktifler
ve toksik maddeler hiicrenin oksidatif hasardan korunmasi i¢in en aza indirilir. Bitkide
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan bilesenler sayesinde ROS tiirleri hiicrelerden

temizlenir.

Reaktif oksijen tiirleri, bitkiler ve aerobik organizmalarda metabolik reaksiyonlarin
yan {irlinii olarak sentezlenmektedirler. Abiyotik baski olarak nitelenen kuraklik, agir metal
birikimi, diisiik ve yiiksek besin miktari, radyasyon, asir1 yagis vb. gevresel etkilere maruz
kalan bitkilerde ROS {iiretiminin hizli bir sekilde arttiginin gézlemlenmesi ile beraber abiyotik
baski ve ROS arasindaki iligkinin belirlenmesi ve takibi olduk¢a énemlidir. ROS seviyesinin
diisiik olarak ol¢iildiigli durumlarda bu molekiiller abiyotik strese karsi bitkinin verecegi
tepkiyi ve bitki i¢in hayati fonksiyonlarin planlanma ve diizenlenme gorevini istlenirler.
Metabolik fonksiyonlarin dogru sekilde devam edebilmesi igin bitkideki ROS iiretimi ile
metabolizma reaksiyon {irlinleri arasindaki dengenin korunabilmesi hayati bir 6nem tasir.
Bitkilerdeki askorbat glutatyon yolagi ROS’un olumsuz etkileri ile miicadele edilmesinde
kilit bir rol oynar. Bu yolak enzimatik (glutatyon S-transferaz, katalaz, askorbat peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, monodehidroaskorbat rediiktaz, dehidroaskorbat rediiktaz, glutatyon
peroksidaz, gayakol peroksidaz) ve enzimatik olmayan (glutatyon, askorbik asit)

antioksidanlar igerir.
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Glutatyon; sistein, glutamik asit ve glisinin bir araya gelmesi ile olusan bir
tripeptiddir. Diisiik molekiil agirligina sahiptir. Hiicrelerin sitozoliinde bulunur. Hiicrede

yaygin olarak bulunan tiyol intraselliileri GSH’dir (Anderson, 1998; Tekeli, 2012) .

GSH, siilfidril yan grubu igeren, ¢ok islevli, tripeptid ve substrat 6zelligi tasiyan suda
¢oziinebilme yetenegi olan Onemli bir triindiir (Sekil 1.17). Bitkilerde sinyal iletim
yolaklarinda rol alir. Bask: altindaki bitkilerde toleransin belirlenmesinde de oldukca 6nemli
bir parametredir. GSH bitkilerde milimolar konsantrasyonlarda bulunur. Tiyol grubu ile
indirgenmis olarak serbest halde veya disiilfit ile okside edilmis halde 2 ayr1 formda
bulunabilir. GSH molekiilii peptidaz tarafindan hidroliz edilen bir molekiildiir ancak
yapisinda bulundurdugu glutamat ve sistein arasindaki g-peptid baglarindan dolayr GSH
molekiillerinin hidrolizi 6nemli oranda azalir. Sisteinin varligt GSH’1n tiyol grubunun suda
coOziiniirligli ve strese karsi biliylime, gelismelerinde 6nemli bir metabolit olmasina neden
olur. Sistein yapisinda bulunan tiyol grubunun varligi ve yiiksek oranda bulunmasi sebebi ile
hiicrede antioksidan goérevi goren glutatyonun ¢ok biiyiik bir kismi (%99’undan fazlasi)
indirgenmis halde bulunur. GSH, yapisi nedeni ile oldukg¢a karmasiktir ve farkli abiyotik stres
faktorlerine kars stresi tolere edebilmek igin farkli sekillerde degisip diizenlenirler (Tekeli,
2012; Anderson, 1998).

Olusan oksidatif strese karst GSH etkin bir rol oynayarak hiicre igerisindeki dengeyi
saglamaya yardimci olur. Ayni zamanda antioksidan enzimler, antioksidan vitaminler ve
GSH sayesinde hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif hasardan

korunmus olurlar ve antioksidan kapasitenin korunmasi saglanir (Aksoy, 2002).

NH,
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Sekil 1.17. Glutatyon molekiiliiniin 2 ayr1 gosterim sekli (Hasanuzzaman ve ark., 2017).
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GSH’in hiicre igerisinde indirgenmis glutatyon seklinde kalabilmesi pentoz-fosfat
metabolizmas1 sayesinde olur. Indirgeme 6zelligi giiclii olan GSH hiicre icerisinde bulunan
proteinlerin, sisteinin, dihidrolipoatlarin, koenzim-A gibi tiyol grubuna sahip molekiillerin ve
antioksidan yapidaki molekiillerin zarar gérmesini engellemede 6nemli bir etkiye sahiptir.
Ayrica GSH, riboniikleotidleri indirgeyerek deoksiriboniikleozid onciillerinin olugmasini
saglar. Hiicrede olusabilecek oksidatif hasara karsi1 da GSH bir koruma saglar. Hiicresel
diizeydeki GSH dengesi biyosentez, oksidasyon, import-eksport arasindaki iliski ile saglanir
iken doku diizeyindeki GSH dengesi dokulardaki GSH akis1 ile saglanir. Hiicrelerde
ger¢eklesen GSH salimimi, hiicre i¢i dengeyi saglayan mekanizmalar acisindan oldukca
onemlidir. Lambda-glutamil dongiisi GSH molekiiliiniin sentezinden, kullanilmasindan,
hiicrenin korunmasindan, metabolik reaksiyonlardan, tasinma ve depolanma olaylarindan

sorumludur (Aksoy, 2002).

Glutatyon, dokularda iki farkli formda bulunur; indirgenmis glutatyon (GSH) ve
okside glutatyon (GSSG). indirgenmis glutatyonda serbest halde bir siilfidril grubu bulunur.
Bu siilfidril grubu sayesinde hemoglobin sisteinlerinin ve hiicre i¢i diger proteinlerin tiyol
gruplarinin indirgenmis formda stabil olusu saglanir. Tiyol gruplar1 enzim ve proteinlerde
indirgenerek, indirgenmis olan formlarin dengede kalmasi saglanir. Boylece GSH

sisteinlerindeki —SH yan grubu sayesinde GSH’1n fizyolojik 6zellikleri yerine getirilir.

Tiyol grubu igeren enzim cesitlerinin caligma hizi/aktivitesi daha diisiiktiir fakat
enzim O, ile muamele edilip okside olursa aniden enzim aktivitesi diiser. Bu diisiis ile
beraber GSH oksidasyona ugrar ve tiyol gruplarmi tekrar indirger ve ardindan tiyol
gruplarinin aktivitesinde artis olur (Tekeli, 2012; Sekil 1.18).
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Sekil 1.18. Glutatyon Metabolizmasi (Anderson, 1998).

Canlilarda GSH molekiiliiniin sentezi 2 kademede gerceklesir. ilk kademe glutamil

sentetaz enzimlerinin kullanildigi, ikinci kademe ise GSH sentetaz enzimlerinin kullanildig:

asamadir (Aksoy, 2002; Chaves ve Pereira, 2003; May ve ark., 1998).

[k asamada y-Glutamil sisteinil sentetaz enzimi araciligiyla, L-glutamat ile L-sistein
birlesmesi sonucu olur. Reaksiyonda katalizor olarak gorev alan y-glutamil sistein sentetaz
enzimi glutatyon sentez reaksiyonunu durdurabilen bir enzim cesididir. Ikinci asamada 7-
glutamil sistein ve glisinin biraraya gelmesi ile olur (Sekil 1.19). GSH dengesinin
saglanmasinda enzim sentezinin dnemi biyiiktiir. Buna ek olarak, hiicrede GSH sentezinin
arttig1 durumlarda siklotransferaz enzim yardimu ile y-glutamil5-oxoproline doniistiiriilebilir.
Hiicre i¢ci GSH sentezinin olusabilmesi icin GSH’1n hiicre diginda degradasyona ugramasi ve
degradasyon sonucunda olusan iirlinlerin hiicre igerisine alinmasi gerekir (Tekeli, 2012; May
ve ark., 1998).
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y-glutamil sistein sentetaz

L-glutamat+L-sisteintATP _______y,  y-glutamil sistein + ADP + Pi..... (I)

Glutatyon sentetaz sentetaz
y-glutamil sistein + Glisint AT GSH+ADO +Pi.....oooo. {0

Sekil 1.19. GSH biyosentezi reaksiyonu (Tekeli, 2012).

[k basamakta y-glutamil sisteinil sentetaz katalizorii kullanilarak glutamat ve sisteinin
birlesmesi ile ve ATP bagimli olarak gergeklesen reaksiyon zincirinin ikinci basamaginda
glutatyon sentetaz katalizorii kullanilarak glutamil sistein ve glisinin birlesmesi ile ve ATP

bagimli olarak GSH olusur (May ve ark., 1998).

Glutatyon konsantrasyonu, glutatyonun sentez reaksiyonlarinda kullanilan
substratlarin ve enzimlerin konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. Hiicrelerde
glutamat ve glisin yogunlugu fazla iken sistein miktar1 kisitlidir. Hiicrelerin bazilarinda
sistein olusumu serin aminoasidinin metiyonin kullanilarak transsiilfiirasyonu ile olur. Sistein
dokulardaki proteinin yikilmasi sonucu ve beslenme yolu ile alinan proteinlerle alinabilir

(Aksoy, 2002; May ve ark.; 1998; Tekeli, 2012).

Glutatyon S-transferaz enzimleri 20-25 kDa molekiil agirliginda olan, hiicre
molekiillerini reaktiflere karsi koruyan Faz-11 enzim ailesi liyelerindendir. GST’ler substrat
olarak glutatyonu kullanirlar ancak genel olarak c¢ok substratli bir enzim c¢esididir.
Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda GST enzimleri olduk¢a 6nemlidir. Glutatyon, kosubstrat
molekiiliine 6zgiil olarak bir G bolgesi ile bir H bolgesi icerir. GSH igerdigi tiyol grubu
sayesinde baska substratlara baglanir. GST ayrica hiicre igerisinde molekiilleri indirgeme
ozelligine sahiptir. Bu sayede hiicre membraninda olusabilecek lipid peroksidasyonundan
hiicreyi korur. Bu 6zelligi ile GST’ler hiicrede koruyucu bir rol iistlenmektedirler (Tekeli,
2012; An ve ark., 2002; Moron ve ark., 1979) ve GST enzimleri genellikle ¢ok cesitli
organizmalarin -insan, fare, sigan ve bitki gibi-farkli bolgelerinden elde edilerek ¢alisilmistir

(Tekeli; 2012; Orhan ve Sahin, 1995).
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Sekil 1.20. GST enzim siiper ailesi (Dixon ve ark., 2002).

GST enzimleri hiicre igerisinde bir¢ok rol {iistlenirler. Bu rollerden bazilari; hiicrede
olusan oksidatif strese karst molekiiler seviyede hiicreyi korumak, hiicrede biriken toksik
maddelere karsi hiicrede koruma saglamak, prostaglandin, lokotrien gibi bazi maddelerin
sentezlenmesini ve modifikasyonunu saglamaktir. DNA mutasyonlarini arttirip karsinogeneze
yol agabilecek bir oksidatif hasardan hiicreyi koruyan yine GST enzimleridir. GST enzimleri,
hidrofobik ve elektrofilik o6zellik gosteren molekiillere glutatyon (GSH) baglanmasini
gerceklestirebilirler. Bu sekilde toksik maddelerin hiicre disina atilmasi saglanir (Allocati,
2018; Atalay ve ark., 1998).

GST’lerin diger enzim aktiviteleri arasinda, bilinen yaygin konjuge reaksiyonlarinin

yani sira farkli tip reaksiyonlarda katalizor olarak gorev almalar1 gosterilebilir. Yag asitleri,
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DNA hiperoksitler ve lipid peroksidasyonu ile olusan fosfolipidler GST enzimleri tarafindan
indirgenebilen bazi bilesiklerdir. GST enzimleri tiim bunlarin disinda tiyol grubunun bir
molekiilden digerine aktarimin1 saglayan enzim olma Ozelligi gostererek tiyolaz ve
izomerizasyonda gorev alir. GST tarafindan katalizlenen izomerizasyon igin 3 farkl
mekanizma bilinmektedir. Bunlar; C=C c¢ift bag kaymalari, molekiil i¢i redoks tepkimeleri,

sis-trans izomerizasyonlaridir (Allocati, 2018).

GST’lerin enzimatik olmayan aktivitelerinden bazilar ise; apoptoz esnasinda olusan
hiicre sinyal iletim yollarinda, protein kinaz aile tyelerinin aktivitesinin kontroliiniin

saglanmasinda gorev almasidir.

1.4.1. Bitkilerde GSH ve GST sistemleri

GST enzimleri ilk olarak 1960’11 yillarda hayvan karacigerinde kesfedildi.
Bitkilerdeki ilk kesfi ise hayvanlardaki kesfinden kisa bir siire sonra 1970 yilinda misir
bitkisinde oldu. GST enzimleri hiicrelerde yaygin olarak bulunan enzim siiper ailesinin bir
iiyesidir. Cok islevlidirler ve hiicresel fonksiyonlarda gorev alirlar. 1970 yilinda bitkilerde
GST enzimlerinin kesfinden sonra calismalar devam etmis ve 1980°li yillarda misir
bitkisinden elde edilen gst enzimlerinin memelilerde bulunan GST enzimlerinde oldukga
farkli oldugu tespit edilmistir (Sekil 1.20). Bu tespitin ardindan ¢ok sayida GST enzimi farkli
bitki tiirlerinden saflastirilark incelenmistir. ilk zamanlarda GST enzim smiflandirmasi
sadece 3 gesitle sinirl kalacak sekilde yapilmistir. Ancak hem bitki hem de memeli GST’leri
lyice arastirilip Ogrenildikten sonra bu siniflandirmanin yetersiz kaldigi anlasilmistir. Bu
nedenle daha yiiksek yapili bitkilerdeki arastirmalarla bitki GST’leri ¢oziimlenmistir (Sekil
1.21).
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Sekil 1.51. GST enzim siiper ailesi tiyeleri ve bitkilere 6zel izozimler (sar1 gergeve igerisinde
gosterilmektedir) (Dixon ve ark., 2002).

Bitkilerde phi, tau, teta, zeta, lambda GST gesitleri bulunur. Bu GST’ler arasinda teta
ve zeta GST’lerin hayvanlarda benzerleri vardir fakat diger gesitler bitkilere 6zeldir. Phi ve
tau GST smiflari bitkide en fazla bulunan ¢esitlerdir. Zeta ve teta GST enzimleri hem hayvan
hem de bitkilerde bulunan GST gesitleridir. Ksenobiyotiklerin metabolizasyonunda 6nemli
bir rol oynarlar. Tau ve phi GST’ler sirasiyla bitkide en ¢ok bulunan GST c¢esitleridir.
GST’ler koenzim ya da kofaktor isleviyle glutatyonu kullanip ¢esitli reaksiyonlari
gergeklestirir. GST enzimleri ¢ogunlukla sitozolde ifade edilir. Sitozolde, oksidatif stres
aninda GSH bagiml katalitik reaksiyonlarin katalizlenmesini gergeklestirir. Ayrica GST
enzimleri koful igerisinde de bulunabilir. Burada ise katalitik olmayan reaksiyonlarda gorev
alir. Daha once tespit edildigi lizere GST’ler hiicre i¢i sinyal yolaklarinda da gorev alirlar.
GST enzimleri sekilsel ve yapisal olarak cesitlilikleri sayesinde farkli goérevler iistlenme
yetenegi kazanmiglardir (Dixon ve ark., 2002; Hao ve ark., 2021; Kumar ve ark., 2013;
Mauch ve Dudler, 1993).
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(b)

Sekil 1.22. GST monomerlerinin birlestirilmis haldeki dimer yapisi ve yapiya substrat
baglanmasi ile olusan kompleks (Dixon ve ark., 2002).

Sekil 1.22'de {i¢ boyutlu konfigiirasyonu resmedilen GST enzim yapisinda:

(@) Standart bir GST alt briminde yesil ile gosterilen kisim (Sekil 1.22) enzimin
amino-terminal alanmi, kirmizi ile gosterilen kisim baglayici bolgeyi, mavi ile gosterilen
kisim karboksi-terminal alanini, gri ile gosterilen kisim ise protein yiizeyini ifade eder. GSH
substratinin baglandig1 bolge sar1 renk ile ifade edilmistir, hidrofobik bélge ise mavi renk ile

gosterilmistir.

(b) Mavi ve mor renklerle gosterilen kisimlar amino-terminal alanlaridir.  Alt
birimlerin aktif bolgesine bagli olan ¢ubuk ve top seklindeki gdsterim atrazin-glutatyon

konjugatidir (Dixon ve ark., 2002).

Sekil 1.23’te ifade edilen mekanizmada; (a) sekonder metabolizmada GST enzimleri
GSH molekiilleri ile konjugasyonla toksinlerin detoksifikasyonunu saglarlar ve konjugatlar,
dairelerle gosterilmis olan ABC tasiyicilar ile kofullara taginirlar. (b) bazi phi ve tau GST
enzimleri ile flavanoidlerin kofullara tasinimi gergeklesir. (c, d, €) GST enzimlerinin stres
metabolizmasindaki gorevi (c) glutatyon peroksidazlar (d) Antioksidan aktivite esnasinda
hiicre 6liimiine kars1 koruma saglanmasi (€) stres metabolizmasinda stres sinyal yolaginda,
bitkinin UV 1s18a maruz kalmasinin ardindan kalkon sentetaz indiiklenmesinde GST+GSH
kompleksi rol alir. Kalin okla gosterim indiiksiyon, ince okla gosterim enzimsel

reaksiyonlardir (Wang ve ark., 2016).



27

Secondary metabolism
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Sekil 1.23. Bitkilerde bulunan GST enzimlerinin islevleri (Wang ve ark., 2016).

GST enzimlerinin bugday tiiriindeki gen sayilar1 pek ¢ok arastirmaya konu olmustur.
Sekil 1.24°te gosterilen haritada T.aestivum GST genleri kirmizi yildizlarla, A.thaliana GST
genleri ise mavi noktalarla ifade edilmistir. 10 farkli GST smifi 10 farkli arka plan rengi ile

gosterilmistir.
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Sekil 1.24. Triticum aestivum ve Arabidopsis thaliana bitki tiirlerindeki GST genlerinin
filogenetik haritas1 (Hao ve ark., 2021).

1.5 Tezin Amaci

Diinya {izerinde yakin gelecekte karsilasilmasi tahmin edilen kuraklik sebebi ile temel
besin kaynaklarinin tiretiminin ciddi zararlara ugramasi sonucu olusabilecek gida sikintisinin
ve buna bagl olarak iilke ekonomisinin gorecegi zararlar pek cok calismada ve raporda
bildirilmektedir. Tez ¢alismasinda amaglanan, kurakliga karsi tolerant oldugu rapor edilmis
Bezostaja ile gorece hassas Tosunbey bugday varyeteleri tizerinde kisa siireli kurakligin farkli
derecelerinin fizyolojik ve biyokimyasal parametreler iizerindeki etkilerinin genis bir
cercevede bir arada incelenmesi, hem ayni varyetede artan kurakligin gergeklestirdigi

degisimlerin hem de bu iki varyetenin benzer kosullarda verdigi yanitin karsilastirilmasidir.



2. KAYNAK BILDIRISI

Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklar1 durumda stresin etkilerini en aza indirmek
veya hafifletmek igin bazi fizyolojik degisimler gosterirler. Bitkinin fiziksel ve morfolojik
ozellikleri bakimindan bitkinin kuraklik toleransi ve adaptasyonu oldukc¢a onemlidir. Bu
fizyolojik degiskenlerin kontroliinii saglayan genlerin ve oOzelliklerinin belirlenmesi de
kurakliga toleransin gelistirilmesi igin olduk¢a Onemlidir. Bugday bitkisinin kurakliga
toleransli sekilde gelistirilmesinin farkli sebeplerden dolay1 zor oldugu bilinmektedir. ilk
olarak kuraklik stresi; bu sebeple bitkide fizyolojik parametrelerde olusan ciddi degisimler
sebebi ile toleransh tiir haline getirilmesi zordur. ikinci olarak genotip—cevre etkilesimi;
secimi etkilemesi sebebi ile {igiincii olarak ise; birgok gen tarafindan kontrol edilen karmasik
ozellikleri. Bunlarin yan1 sira bugday genomunun karmasikligi ve ekin durumu da toleransi
etkileyen ozelliklerdir. Kuraklik toleransinin arttirilmasi ig¢in farkli alanlarda farkli birgok
yontem Onerilmektedir. Bitkideki kuraklik toleransinin arttirilmasina yonelik ilerleme

fizyoloji, biyokimya, ireme ve genetik arastirma ilkelerine dayalidir (Sallam ve ark., 2019).

Li ve arkadaslar1 calismalarinda ikisi kurakliga toleransh ikisi hassas olmak tizere dort
arpa cesidi kullanmig ve bir grup iyi sulanmis kosullarda diger grup asir1 kurak kosullarda
yetistirilmistir. Hasattan hemen sonra kok ve gévde kisimlarini birbirinden ayirip taze agirlik
Olgtimlerini gerceklestirmislerdir. Ardindan klorofil igeriginin Olglimlerini yapmislar ve
sonugta kuraklik toleransi daha yiliksek olan 2 arpa ¢esidinde kuraklik stresine bagli olarak
klorofil igeriginin %10,7 ve %]1,6 oraninda azaldigini, kurakliga kars1 daha hassas olan diger
2 arpa cesidinde ise kuraklik stresine bagli olarak klorofil iceriginin %31,3 ve %30,1
oraninda azaldigini tespit etmislerdir (Li ve ark., 2006).

Rehman 2016 yilinda yiiriittiigli ¢alismasinda tarla kosullarinda 50 ekmeklik bugday
cesidi iizerinde 10 giinliik kuraklik stresi uygulamasi gerceklestirmistir. Toprak nem oranim
%25 olacak sekilde sulamayr durdurmus ve toprakta kuraklik olusumunu saglamistir.
Calismada klorofil iceriginin ol¢imii yapilmis ve kuraklik stresi asamasindaki bugdaylarda
toplam klorofil miktarinda %43°1lik bir artma oldugu tespit edilmistir (Rehman ve ark.,
2016).
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Kuraklik stresinin farkli bugday tipleri iizerindeki etkisiyle bugdayda verim, yaprak
klorofil igerigi ve bagil su igeriginin belirlenmesi amaci ile 2009-2010 yillar1 arasinda
Bijanzadeh ve Emam tarafindan Siraz Universitesi’nde serada yapilan calismada kuraklik
stresine bagli olarak bitki RWC degerinin iki farkl: tiir olan Siraz ve Yavaros bugdaylarinda
sirastyla %27,5 ve %23,9 oraninda azalis gosterdigi kaydedilmistir (Bijanzadeh ve Emam,
2010).

Acar ve arkadaslarinin 2020 yilinda yiiriittiigli ¢alisma, Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal
Arastirma Enstitiisii ve Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden getirtilen
kuraklik stresine karsi hassas olan Sultan-95 ve kuraklik stresine karsi dayanikli olan
Tosunbey bugday cesitleri ile gerceklestirilmistir. Tohumlar ekimden 6nce %35 oraninda
NaClO igeren ¢ozelti ile sterilize edilmistir. Bitkiler Hoagland soliisyonu ile yetistirilmistir.
Calismada bugday kok ve govde uzunluklari, klorofil igerigi ve nispi su igerigi ile baz1 enzim
aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore; kok uzunlugu Sultan-95 cesidinde
kontrol grubuna kiyasla %14, Tosunbey c¢esidinde kontrol grubuna kiyasla %21 oraninda
anlamli olarak ifade edilebilecek sekilde azalmistir. Govde uzunlugu Sultan-95 cesidinde
kurakliga bagl olarak kontrole gére %35 oraninda azalirken Tosunbey ¢esidinde kontrole gore
%?2 oraninda bir artis oldugu belirlenmistir. Bagil su igerikleri ise Sultan-95 bugdayinda
kontrole kiyasla %30, Tosunbey bugdayinda kontrole kiyasla %27 oraninda azalmistir.
Toplam klorofil igeriginin Sultan-95 bugdayinda kontrole gore %30 oraninda, Tosunbey
bugdayinda kontrole gore %8 oraninda azaldigi tespit edilmistir (Acar ve ark., 2020).

Slama ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar1 caligmalarinda eski ve yeni c¢esitlerden
secilmis olan bes ¢esit makarnalik bugday genotipi lizerinde kuraklik stresinin yarattigi
agrofizyolojik ve biyokimyasal parametrelerin degisimini incelemislerdir. Bugdaylar 2015-
2016 ve 2016-2017 olmak iizere iki ayr1 biiyiime mevsiminde ve yar1 kurak olarak Tarla
Bitkileri istasyonu (INRAT)’nun arastirma alaninda yetistirilmistir ve iki set halinde
gergeklestirilmistir. Calismada elektrolit sizintisi, bagil su igerigi, klorofil, prolin, ¢oziinmiis
sekerler, spesifik peroksidaz aktivitesi ve verim degerleri dl¢iilmiistiir. Olciim sirasinda bitki
iki kisma ayrilarak ilk kismi kurutulup kuru agirlik degeri igin dl¢limler yapilmis ikinci kisim
ise prolin dl¢iimlerinde kullanilmistir. Prolin icerigi 528 nm absorbans degerinde ve ninhidrin
yontemine dayali olarak Ol¢iilmiistiir. Sonugta prolin sentezinin artmasi ve birikimi basta
kuraklik olmak iizere birgok farkli strese karst bir yanit olarak gergeklestigi bildirilmistir.

Kontrol grubu ve stresle muamele edilmis grup arasindaki farklar incelendiginde strese maruz
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kalmis gruptaki bugdaylarda prolin miktarinda kontrol grubuna gore %86,9 ile %700
oranlarinda artis oldugu tespit edilmistir. Bugday cesitleri arasinda prolin igerigindeki artis
miktarinin da farkli oldugu bulunmustur. En yiiksek toleransa sahip bitkide prolin igeriginin
hassas olan bugday ¢esidine gore iki kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun sonucunda
da bugdaylar prolin birikimine gore iki grupta tanimlanmistir. Deney sonucunda prolin
birikiminin strese yanit ile dogrudan iliskili oldugu kanisina varilmistir. Klorofil floresan
icerigi ise en geng yapraklar segilerek florometre (Hansatech Instruments Handy, PEA) ile
Olciilmiistiir. Atasal bugday cesitleri olan ve nispeten daha toleransli cesitlerde verim

oranlarinin da diger ¢esitlere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Slama ve ark., 2018).

Hindistan’da Sharma ve Dubey tarafindan 2005 yilinda yiriitilen ¢alismada 20 giin
boyunca plastik kaplar icerisinde yetistirilen ve bitki biliylime besini olarak Hoagland
solisyonu kullanilmis iki farkli piring c¢esidine 24 saat boyunca %17 ve %41,2’lik
konsantrasyonda PEG 6000 soliisyonu ile kuraklik stresi uygulanmistir. Arasgtirmacilar 20
giiniin sonunda piringte toplam glutatyon havuzunun konsantrasyonunda meydana gelen
degisimi incelemis ve sonugta daha yliksek kuraklik stresine maruz kalan piring ¢esidinde
toplam glutatyon havuzunun yani sira glutatyon konsantrasyonunda da %20 -38 oraninda bir

azalma oldugunu tespit etmislerdir (Sharma ve Dubey, 2005).

Koji¢ ve arkadaglar1 2012 yilinda kum Kkiiltiiriinde yetistirdikleri misir bitkilerinden iki
grup olusturup bir grubu ATN ile muamele etmis diger grubu ise kontrol grubu olarak
olusturmuslardir. Ardindan kontrol grubu sulu ve kurak kosullarda yetisen misirlar, ATN ile
muamele edilmis sulu ve kurak kosullarda yetisen misirlar olmak {izere dort farkli deney
grubu olusturmuslardir. 35 giinliik bir biiylime siiresinin ardindan bitkiler hasat edilmis ve
fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri 6lgtilmiistiir. Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi
Habig ve arkadaglarinin onerdigi sekliyle (1-Chloro-2,4-dinitrobenzene) CDNB substrati
kullanilarak o6l¢iilmiis ve sadece bitki koklerinde GST enzim aktiviteleri bulunmustur. Her iki
gruptaki musir bitkilerinde GST aktivitesinin kurak kosullarda arttigi , kontrol grubunda
kurak ortam kosullarinda biiyiiyen misirlarda GST aktivitesinin 255.5 ila 711.6 u/mg protein

arttig1 ve ATN’den etkilenmedigi sonucuna varmislardir (Koji¢ ve ark., 2012).

Hasanuzzaman ve arkadaslariin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada bugday tiirlerinin
PEG 6000 ile olusturulan kuraklik stresiyle karsilasmasinin ardindan kontrol grubuna gore

diger gruplarda kok ve siirgiin uzunlugunun azaldigini tespit etmislerdir. Benzer olarak piring
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bitkisinde de kuraklik stresinin bitki kok uzunlugunda, yaprak gelisiminde azalmaya sebep
oldugu ve bagil su icerigi -yani RWC degerlerinde- kontrol gruplarina kiyasla %50-60
oraninda bir azalma ve u¢ yapraklarda yuvarlanmalara sebep oldugu bulunmustur

(Hasanuzzaman ve ark., 2013).

Sallam ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada bugday ve arpa bitkileri kullanilmis ve bu
bitkiler i¢in kuraklik stres toleranslar1 incelenmistir. Yapilan ¢aligmanin sonucuna gore bitki
su iceriginde, membranin stabilitesinde ve fotosentetik bazi aktivitelerde azalmalar oldugu
gbzlemlenmistir. Prolin, klorofil, enzimatik ve enzimatik olmayan bazi antioksidanlar,

aminoasitler gibi bazi molekiillerin biriktigi tespit edilmistir (Sallam ve ark., 2019).

Kuraklik stresi, bitki-su potansiyelinde ve turgorda degisimlere sebep olan énemli bir
etkendir. Fizyo-morfolojik 6zelliklerde de degisimler goriliir (Parvaneh Rahdar, 2012).
Vurukonda ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklart ¢alsmada kuraklik stresine maruz kalan
bugday, misir ve piring bitkilerini incelemislerdir. Calismalart sonucunda kuraklik stresine
maruz kalan bu bitkilerde biiytimenin azalis gosterdigi goriilmistiir. Bununla beraber bitkinin
yas agirliginin ve igerdigi su miktarmin da kurakliktan etkilendigi gézlemlenmistir. Tiim
bunlara ek olarak kuraklik stresine maruz kalan bitkide serbest radikal olusumu da artis
gosterir. Antioksidan savunma sistemlerini ve ROS olusumunu da etkiler. Hidrojen peroksit
ve hidroksil radikalleri oksidatif strese sebep olan etmenlerdir. Yiiksek oranda ROS bitkide
membran yapisinda, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda hasara sebep olur. Klorofil
iceriginde azalma goriilmesi de yine kuraklik stresine bagli olarak ortaya ¢ikan sebepler
arasindadir. Fizyolojik etkilerin yanunda bitkide bir de biyokimyasal degisimler gozlenir.
Sonugcta kuraklik stresi bitki biiylimesinde, gelismesinde olumsuz etkiler yaratan bir abiyotik
stres ¢esididir. Bu sebeple de bugday iretiminin arttirilmast i¢in kuraklik stresinin

azaltilmasi hedeflenmelidir (Vurukonda ve ark., 2016).

Maslennikova ve Shakirova’nin birlikte yiirittiigii bu ¢alismada bitki materyali olarak
bugday bitkisi kullanilmistir. Bitkiye uygulanan kuraklik sekli PEG soliisyonudur. Kurakliga
kars1 bitkinin nitrik asitle koruyuculuk etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda PEG
soliisyonunun neden oldugu kuraklik stresiyle olusan oksidatif stresin askorbat ve glutatyon

havuzununun azalmasina sebep oldugu bulunmustur (Maslennikova ve Shakirova, 2021).
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Yapilan calismada kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde stresin tolere edilmesi i¢in
fizyolojik baz1 degisimler olur. Kurakliga direngli olan bitkilerin su igeriginde, membran
stabilitesinde ve fotosentetik aktivitelerinde hassas olan bitkilere gore daha az bir diisiis
meydana geldigi bilinmektedir. Toleransh grupta ¢6ziinmiis seker, prolin, amino asit, klorofil,
enzimsel ve enzimsel olmayan antioksidanlarin biriktigi gozlemlenmistir (Sallam ve ark.,
2019).

Alaei (2011) laboratuvar ortaminda yaptigi caligmada 11 farkli ekmeklik bugdayin
c¢imlenmesi esnasinda yapraklar {izerinde amino asidin etkisini arastirmigtir. Calismasinda
bugdayda kuraklik stresinin klorofil miktari iizerinde etkisine rastladi. Artan klorofil icerigi
ile beraber tohum veriminin arttigini fark etmistir. Buna ek olarak fosmotren soliisyonunun
bugday sulamada kullanilmasinin da verimi ve kuraklik stresine karsi direnci arttiracagi
sonucu bulunmustur. Alaei, normal seviyede su oranina sahip toprakta yetisen bugdayda, su
miktar1 az olan toprakta yetisen bugdaya kiyasla klorofil miktarmin daha fazla oldugunu da

tespit etti (Alaei, 2011).

Din ve ark. (2011) kumlu balgikla doldurulmus saksi igerisinde seralarda yetistirdikleri
kanola g¢esitlerinde kuraklik toleransini arastirmak ve farkli fizyolojik parametrelerdeki
(klorofil, prolin ve protein igerigi) degisimleri incelemek igin yaptiklari ¢aligmada protein
icerigi i¢in anlamli derecede bir artis veya azalis degerlerine rastlamadiklarini ancak prolin ve
klorofil igeriginde anlamli farklar tespit ettiklerini bildirmislerdir. Sonucta klorofil a ve b
iceriginde azalmalar oldugunu ve prolin birikiminde artis oldugunu ve cesitli biiyiime
asamalarinda tohum verimi ve gelisiminde azalma oldugunu tespit etmislerdir (Din ve ark.,

2011).

Aydm ve ark. (2016) calismalarinda Kirmiz1 Kilgik, Miifitbey, Hawk, Pehlivan bugday
cesitleri lizerinde kuraklik stresinin ve putressin hormonunun etkisi ile biiylime
parametrelerinde olusan degisimleri incelemislerdir. Kuraklik stresi olusturmasi i¢in bitkiler
10 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda PEG 6000 soliisyonu ile muamele edilmistir. Artan
stres kosullarinda bitkide kok ve siirgiin uzunlugunda énemli bir azalma meydana geldigini
tespit etmistir. PEG konsantrasyonunun artmasi ile bitkide kuraklik stresinin arttigina ve kok

biiyiimesinin geriledigine dair bir sonuca ulasmislardir (Aydin ve ark., 2016).
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Shamsi, (2010) ekmeklik bugday gesitleriyle yiiriittiigii deneylerinde bugday verimi,
nispi su igerigi, prolin igerigi, klorofil i¢eriginin miktarlarini tespit etmistir. Kuraklik stresinin
yogunlugunun artmasi ile birlikte nispi su igerigi ve toplam klorofil igeriginde bir azalma
oldugunu belirlemistir. Prolin miktarinda kurakliga bagli olarak bir artis goézlemlemistir.
Kuraklik sebebi ile bugday bitkisinin siirgiin kisimlarinda prolin birikmesi oldugunu tespit
etmistir. Prolin birikiminin bitkinin kurakhga verdigi erken yanitlardan biri oldugu da
bilinmektedir (Shamsi, 2010).

Ganji ve arkadaslarmin 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada bugdayda kuraklik stresi
karsisinda 6 farkli bugday genotipinin nispi su igerikleri ve klorofil igerikleri
degerlendirilmistir. Caligma sonucunda bitki klorofil igeriginin ve nispi su igeriginin direngli
olan bugday genotiplerinde en yiiksek seviyede ¢iktig1 tespit edilmistir. Hassas bugday
genotiplerinde ise klorofil miktar1 en diisiik seviyede Ol¢iilmiistiir. Ganji ve arkadaslari
caligmalarinda daha once yapilan c¢aligmalara yer vermis ve burada kuraklik stresinin bitki
klorofil pigment iceriginde azalmalar yaratabileceginden ve hatta klorofili yok
edebileceginden bahsetmislerdir. Bitkide RWC degerlerinin dl¢limii icin taze yapraklar
kullanilmistir. RWC degerleri RWC = (FW-DW/TW-DW) x100 formiilii ile hesaplanmuistir.
Deneyler 2008 yilinda Iran'mm Karaj bolgesinde ii¢ tekrarli olacak sekilde ve randomize tam
blok tasarimina dayanan bir yontemle yapilmistir (Ganji Arjenaki ve ark., 2012).

Fotosentetik pigmentler bitkilerde temel olarak 15181 tutma-toplama ve indirgeme gorevi
goriirler. Kuraklik stresi altindaki piring bitkisi incelenerek Jaleel ve arkadaslari tarafindan
yapilan deneylerde stres ile beraber fotosentetik pigmentler olan klorofil a ve klorofil b
oranlarinda normal kosullarda yetisen bitkilere gore degisiklik oldugu sonucuna varilmistir.
Karotenoid degisimleri incelendiginde kuraklik stresine karsi karotenoidin bitkilerde koruma
saglayabilecegi tespit edilmistir. Jaleel ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada fotosentetik
pigmentler i¢in bahsedilen sonuclara varmis ve calismalarinda ek olarak aycice§i ve pamuk
ile yapilan bagka arastirma sonuglarina da yer vermislerdir. Bu sonuglarin da Jaleel ve

arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismayr destekler nitelikte sonuglandigi belirtilmistir (Jaleel ve
ark., 2009).

Melatonin hormonunun bitkide abiyotik ve biyotik stres karsisinda onemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir ancak bugdayin kuraklik karsisindaki toleransi daha az bilinmektedir.

Cui ve arkadaglarinin yaptiklart bu ¢alismada melatoninin roliiniin dogrulanmasi i¢in tarla
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iizerinde %60°lik kapasite ile bugday fideleri yetistirilmis ve melatonin ile muamele
edilmistir. Sonugta GSH molekiiliine bagli detoksifikasyondan sorumlu olan GST enziminin

melatonin uygulamasi sonucu kurakliga karsi toleransta miktarmin arttigr bulunmustur (Cui

ve ark., 2017).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar

Bradford soliisyonu, rediikte glutatyon (GSH), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA),
5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoicacid) (DTNB), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), 1,2-epoksi-
3-(p-nitro) fenoksi propan (EPNP), Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Bovine serum albumin
(BSA), Bromofenol mavisi, Amonyum persiilfat, Proteaz inhibitér kokteyli, 4-tetrametil-
etilen diamin (TEMED), Akrilamid Bis (2-metil-bisakrilamid), Tris, 2-Merkaptoetanol,
Etanol, Metanol, Aseton, Hekzan, Kloroform, Toluen, Etil asetat, Asetik asit, Asit ninhidrin,
Siilfosalisilik asit, Prolin, Ortofosforik asit, PVPP, polietilen glikol (PEG 6000), HCI, NaOCl,
Tris-Buffer, Fosfat-Buffer, Siilfosalisik asit, Bradford soliisyonu, dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPO,), monosodium dihidrojen fosfat (KH,PO4).

3.1.2. Bugday ornekleri

Tosunbey bugday tohumlar1 ¢alismada ¢esitli deneylerde kullanilmak {izere Tarla
Bitkileri Arastirma Enstitiisii’nden 2012 yilinda temin edildi. Bezostaja bugday tohumlari ise
Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma Enstitiisi’'nden 2012 yilinda temin edildi. Yerli iki
ekmeklik bugday ¢esidi olan Tosunbey ve Bezostaja’dan Tosunbey bugday ¢esidi, kuraklik
baskisina karsi Bezostaja bugday ¢esidine gore nispeten daha hassas bir tiirdiir ve

calismamizda bu iki ¢esit bugday kullanilmistir.

Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nin bitki doku kiiltlirii i¢in ayrilmis
odasinda stabil kosullarda, belirli kimyasallar ve soliisyonlar uygulanarak iki yerli ekmeklik
bugday tohumlarinin ekimi ve yetistirilmesi gerceklestirilmistir. Yetistirilen bugdaylardan
elde edilen bugday bitkisi doku Ornekleri sivi nitrojen ile dolu kutularda, soguk zincir
bozulmadan Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvari’na
getirilmistir. Burada ornekler, gerekli etiketlemeler yapilarak ilgili deneylerde kullanilmak

iizere -80 °C sogutucu dolaba kaldirilmistir.
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3.1.3. Deneylerde kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

Thermofisher ELISA Mikroplaka okuyucu, Thermo Scientific MicroCL 17R
Santrifiij, Mrc pH metre, Nuve OT 40L Otoklav, Microtest MCI55 Calkalamali inkubatdr,
UV-VIS Spektrofotometre, Velp Scientific Classic Vortex, UVP CI5G TLC UV lamba ve
kabin, Manyetik karistirici, Steril kabin, Ultra-Turrax Homojenizatér, BIORAD Mini dikey

elektroforez seti, ceker ocak, Thermo -86 °C laboratuvar tipi dondurucu.

Havan ve havan eli, Kuvars ve plastik kiivetler, mikropipetler ve uglari, cam pipetler,
cam sale, beher, meziir, karanlik cam sise, falcon tiipler, ependorf tiipler, kKuyucuklu
mikroplate, multichannel pipet ve uglari, TLC aluminum silica jel plaka, plastic bardak, tel,
gazsiz sargl bezi, makas, parafilm, folyo, kopiik kutular, kilitli posetler, saklama kaplari,

etiketler, kurutma kagitlari, makas.

3.2. Yontemler
3.2.1. Bugday tohumlarinin yetistirilmesi
3.2.1.1. Siv1 besiyeri olan Hoagland seliisyonunun hazirlanmasi

Deneyin vapilisi

e Karanlik sisede 1.5 litre distile su igerisine belirlenen oranlarda (Cizelge 3.1)
kimyasallar (Sekil 3.1) eklendi.

e Manyetik karistirici kullanilarak ¢ozdiiriiliip, damla damla HCI (hidroklorik asit)
eklenerek pH metre ile pH 5,7-5,8 araligina getirildi.

e Ardindan pH’1 ayarlanan soliisyon meziir yardimi ile 1980 ml’ye distile su ile
tamamlandi (2000 ml’den 20 ml FeEDTA eksik olacak sekilde bu miktar
ayarlandi).

e Sollisyon karanlik siseye tekrar alindi ve sisenin agzi1 aliiminyum folyo ile
kapatildu.

e 20 dk boyunca otoklavlandi.

e Otoklavdan sonra 20 ml FeEDTA eklendi. Bodylece hazirlanan Hoagland

(Hoagland, 1949) soliisyonu 2 litreye tamamlanmis oldu.
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e Bu hazirlanan soliisyon siv1 besiyeri olarak kullanildi.

Cizelge 3.1. Hoagland soliisyonunun igerisine eklenen kimyasallar ve miktarlar

Kimyasallar Son konsantrasyon (mM)
MgS0,7H,0 0,495
Ca(NO5),4H,0 1,13
KH,PO, 0,24
KNO; 1,23
Mikrobesin karigimi 1,27
FeEDTA 0,86

Sekil 3.1. Hoagland soliisyonu igerisine eklenen kimyasallar.

Mikrobesin stok soliisyonunun hazirlanigi:

e Belirtilen miktarlarda kimyasallar (Cizelge 3.2) tartildi.
e 50 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
e Son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

e Hoagland soliisyonunda kullanilmak iizere karanlik sisede +4 °C’de muhafaza

edildi.

Cizelge 3.2. Mikrobesin stok soliisyonunun igerisine eklenen kimyasallar ve miktarlar

Kimyasallar Konsantrasyon (M)
HsBO;3 2,86 g/l
MnCI,H,O 1,82 g/l
ZnS0O,7H,0 0,22 g/l
Na,Mo,H,0 0,09 g/l
CuSO,45H,0 0,09 g/l
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FeEDTA stok soliisyonunun hazirlanisi:

e 225 ml distile su igerisine belirlenen miktarlarda kimyasallar (Cizelge 3.3)
eklendi.

e Manyetik karistiricida karistirilip son hacmi 250 ml’ye distile su ile tamamlanda.

Cizelge 3.3. FeEDTA stok sollisyonunun igerisine eklenen kimyasallar ve miktarlar

Kimyasallar Son konsantrasyon (g/l)
FeCL36H20 01484
EDTA 15

3.2.1.2. PEG 6000 soliisyonunun hazirlanmasi

PEG 6000 topraktaki suyun ozmotik kontroliinii saglar. Bitkilerde kuraklik stresi
olusmasina sebep olur. Hoagland sivi besiyeri igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. PEG’ler
genel olarak suda iyi ¢o6ziiniirler. 1500-20000 arasinda degisen molekiil agirligina sahip
PEG’lerin, molekiil agirliklart arttikca suda ¢oziiniirliigli azalir. Ancak birden fazla organic
¢oziicli igerisinde iyi ¢oziinmeleri PEG’lerin kullanimi agisindan bir avantajdir (Biswal ve

ark., 2008; Whilliams, 1969).

PEG’lerin farkli oranlar1 farkli erime noktalarma sahiptirler ve en yiiksek erime
noktasi olarak 65°C’de ¢oziindiikleri tespit edilmistir. PEG 1000 i¢in erime noktas1 30—40°C,
PEG 4000 i¢in erime noktast 50-58°C, PEG 6000 i¢in erime noktas1 55-63°C, PEG 20000
icin erime noktas1 60-63°C olarak 6l¢tilmistiir (Biswal ve ark.,2008).

PEG 6000, kuraklik basincina direngli tiirleri kontrollii olarak in vitro sekilde test
etmek agisindan oldukga giivenilir bir belirte¢/ayirag olarak kullanilir. PEG’lerin ozmotik bir
ajan gorevi gormesi ile topraktaki ¢oziinen oraninin artmasina ve kokler tarafindan topraktan
su emiliminin yapilamamasina neden olmasi1 sebebi ile kurakliga direngli tiirlerin test

edilmesinde giivenle kullanilabilir (Chutia ve Borah, 2012).
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200 ml %5°1ik, %10’Iuk ve %20’lik PEG 6000 soliisyonunun hazirlanisi:

%S5’lik PEG 6000 soliisyonu i¢in; 1500 ml Hoagland soliisyonu igerisine 100 gr
PEG 6000 eklendi ve ¢ozdirildi. %10’luk PEG 6000 soliisyonu igin; 1500 ml
Hoagland soliisyonu igerisine 200 gr PEG 6000 eklendi ve ¢ozdiiriildi. %20’lik
PEG 6000 soliisyonu ic¢in; 1500 ml Hoagland soliisyonu igerisine 400 gr PEG
6000 eklendi ve ¢ozdiirildii.

Her bir soliisyona damla damla ve kontrollii sekilde HCI eklenerek pH 5,7-5,8
araligina ayarland1 (pH ayarinda HCI ve NaOH kimyasallar1 kullanildz).
Hazirlanan ¢6zelti meziir icerisine aktarildi. Meziir icerisinde iken hacmi distile su
ile 1980 ml’ye tamamlandi.

Siselerin agz1 aliminyum folyo ile kapatilarak otoklavlandi.

Son olarak soliisyona 2000 ml i¢in 20 ml FeEDTA eklendi ve son hacim
boylelikle 2000 ml’ye tamamlanmis oldu.

Bitkide kuraklik baskis1 olusturulmak iizere ekimi yapilan bugdaylara uygulandi.

3.2.1.3. Bugday Tohumlarimin Ekimi

3.2.1.3.1. Bugdayn sterilizasyonu

Tosunbey ve Bezostaja bugday tohumlari iki ayr1 50 ml’lik falkon tiipe alind1 ve
her bir bugday ¢esidinden 3’er gram tartildu.

Uzerine % 3’liik NaClO eklendi.

Calkalayici inkiibatorde 24°C’de 5 dk inkiibe edildi.

Bugdaylar siiziilerek NaClO uzaklastirildi. Ardindan 3-4 defa distile su ile
yikandu.

Ekimin yapilacagi bardaklara Hoagland soliisyonlar1 koyuldu ve bugday tohumlari
her bardaga 10’ar adet olacak sekilde belirli araliklarla ekildi (Sekil 3.2).

Ekim yapildiktan sonra bugday tohumlar1 kontrollii iklimlendirme odasinda 7 giin
stire ile 12 saat aydinlik 12 saat karanlik donglide biiyiimeye birakildi.
Bardaklarda eksilen Hoagland soliisyonlari zaman zaman tamamlanarak

biiylimenin devamlilig1 sagland.
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e Biiylimenin 7.giiniinden itibaren, bitkide kuraklik baskist olusturmasi igin,
c¢imlenen bugdaylara 5 giin boyunca farkli konsantrasyonlardaki PEG 6000
sollisyonlart muamele edildi.

e Kontrol gruplarinda PEG 6000 soliisyonlari bulunmamaktadir. Ancak kontroldeki

Hoagland soliisyonlari, diger gruplara PEG 6000 stresi uygunlamasi esnasinda

yenilendi.

¢) Ekimin 7.gtinii (Bezostaja) d) Ekimin 12.giinii (Tosunbey ve Bezostaja)

Sekil 3.2. Bugdaylarin ekimlerinin yapilmast ve PEG 6000 ile kuraklik stresinin
uygulanmasi.

3.2.1.3.2. Bitkiye farkh konsantrasyonlarda PEG 6000 soliisyonlarimin uygulanmasi

o 9%5’lik, %10’luk ve %20’lik PEG 6000 soliisyonlar1 hazirlandi.
e Ekimi yapilan bugdaylarin bulundugu bardaklara gerekli etiketlemeler yapildi ve
bugdaylar kontrol, %5’lik, %10’luk ve %20’lik PEG 6000 seklinde gruplara

ayrild.
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e 7 gilin boyunca biiyiitilmiis olan bugday tohumlarimin Hoagland soliisyonlari
dokiildii ve ilgili gruplara ait bardaklara PEG 6000 soliisyonlari, kontrol
gruplarina ait bardaklara yeni Hoagland soliisyonu eklendi.

e Zaman zaman eksilen soliisyonlar bardaklara eklendi ve 5 giin siire ile bugdaylarin
gelisimi gozlendi.

e Sonugcta toplam 32 ornek olacak sekilde 4 set Tosunbey (her birinde kontrol ve
%5-10-20 PEG 6000 gruplar1 bulunmaktadir) ve 4 set Bezostaja ornekleri

hazirlandi.

3.2.2. Fizyolojik dl¢iimler

Bitkilerde fizyolojik parametreler olan govde ve kok uzunlugu, kuru ve yas agirligi,
turgor agirligr gibi parametrelerde meydana gelen degisimler bitki iizerinde gelisen stresin ve

strese kars1 toleransin varligini gésteren durumlardir.

Farkli PEG 6000 konsantrasyonlarina maruz birakilan Tosunbey ve Bezostaja bugday
cesitlerinde govde ve kok uzunluklari, kuru agirliklar1 (DW), yas agirliklart (FW) ve turgor
agirliklart (TW) Olgiilmiistiir. Ek olarak govde ve koklerde nispi su icerikleri de
hesaplanmistir. Boy uzunluklari cetvel yardimai ile diiz bir zeminde 6l¢iildi ve kaydedildi.

Yas agirliklar1 hassas terazide tartim yapilarak, turgor agirliklar1 gévde ve koklerin 24
saat saf suda bekletilip ardindan kurutma kagidinda kurutulup hassas terazide tartilarak, kuru
agirlik 6lgtimleri 6rneklerin 48 saat boyunca 72°C inkiibatorde bekletilip hassas terazide
tartilarak Olctildii. Yas ve kuru agirliklar ile turgor agirliklarinin 6l¢iim sonuglar1 kullanilarak

bitkinin nispi su icerikleri hesaplandi (Smart ve Bingham, 1974).

RWC (%) = [FW-DW] / [TW-DW] x 100

3.2.2.1. Bitkilerin yas agirhiklarinin ve siirgiin boy uzunluklarmin él¢iimii

e Yetistirilen bugday bitkisinin siirgiin kisimlar1 makasla kok bolgesinden ayrilarak
kesildi.

e Diiz bir zeminde cetvel yardimiyla hizlica boyu (cm cinsinden) ol¢iildi (Sekil
3.3).
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e Hemen sonrasinda vakit kaybetmeden, kesilen siirgiin kismi hassas terazide (gram
cinsinden) tartilir. Boylelikle her bir siirgiin drnegi icin yas agirlik tespit edildi.

Sonuglar 6l¢iim tablosuna not edildi.

Sekil 3.3. Siirgiin Boy Uzunlugu Olgiimii (soldan saga kontrol-%5-%10-%20 PEG 6000).

3.2.2.2. Bitkilerin turgor agirhiklarinin 6l¢iilmesi

e Kesilen siirgilin kisimlarinin boylar1 ve yas agirliklar dl¢iiliip kaydedildikten sonra
15 ml’lik falkon tiiplerine uygun numaralandirma ve isimlendirmeler yapildi. (Her
bir siirgilin 6rnegine, ait oldugu grup ismi ve numarasi yazildi.)

e Siirgiin kisimlar1 falkon tiiplere koyuldu ve {izerine distile su eklendi (Sekil 3.4).

e 24 saat inkiibatorde bekletildi.

e Ardindan turgor agirliklarinin belirlenmesi i¢in siirgiinler hassas terazide tartildu.

Degerler aninda not edildi.
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Sekil 3.4. Bitki turgor agirligi dl¢timleri.

3.2.2.3. Bitkilerin kuru agirhklarinin él¢iilmesi

e Turgor agirhigr Olcililen siirglin  kisimlari numaralarla kodlanmis kurutma
kagitlarinin arasina koyuldu ve 72 °C’de 24 saat etiivde bekletildi (Sekil 3.5).
e Daha sonra kuru agirliklarin belirlenmesi i¢in hassas terazide tartim yapildu.

e Elde edilen degerler her bir 6rnek i¢in 6lglim sirasinda not edildi.

Sekil 3.5. Bitki kurutma islemi.

3.2.3. Bugday érneklerinin hazirlanmasi (bugdaylarin 6giitiilmesi):

e 7 giin biiyiitiilen ve 5 giin de PEG 6000 soliisyonu uygulanan bugdaylar 12 giiniin
sonunda yapraklari kesilerek 4 ayri set olusturulacak sekilde etiketlendi.
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Donmus buz igerisine yerlestirilen havanlara bugday yapraklari1 ve sivi nitrojen
koyularak bugday yapraklarinin toz hale gelene kadar ezilerek ogiitiilmesi
saglandi (Sekil 3.6).

Ogiitiilen, 4 farkli set halinde olan ve farkli PEG 6000 konsantrasyonlar ile
muamele gérmiis olan toz haldeki bugday 6rnekleri 6zel plastik tiiplere aktarildi

ve daha sonra deneylerde kullanilmak iizere -80°C sogutuculara kaldirildu.

Sekil 3.6. Bugdaylarin s1vi nitrojen ile toz hale getirilmesi.

3.2.4. Homojenatlarin hazirlanmasi

Deneyin vapilisi

[lk olarak ependorf tiiplere gerekli etiketlemeler yapildi.

Daha o6nceden o6giitiilmiis -80°C’de muhafaza edilen toz haldeki bugday doku
ornekleri buz iizerinde ¢oziinmeye birakildi.

Bugday doku 6rneklerinin her birinden 0,2 gram hassas terazide tartildi.
Orneklerin iizerine 0,02 gram PVPP ve 2 ml sogutulmus homojenizasyon tamponu
eklendi.

15 saniye boyunca 13500 rpm’de Ultra-Turrax T25 ile 4 kez 15 sn (15 sn x 4 kez)
araliklarla buz icerisinde homojenizasyon yapildi.

Homojenat 12000 g’de +4 °C’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi.

[lk santrifiij sonras1 supernatant kismi yeni ependorflara alindi.

Daha sonra +4 °C’de 20 dakika ikinci santrifiij islemi yapilda.

Son olarak supernatant kisimlar1 ependorflar i¢erisinde 300 mikrolitrelik alikotlara

ayrildi.
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e -80°C’de ependorflarda kilitli posetler igerisinde, etiketlemeler yapilarak
deneylerde kullanilmak iizere muhafaza edildi (Sekil 3.7).

0,1 Molar 100 ml homojenizasyon tamponunun hazirlanmas: (pH=7,4)

e 20 mM 100 ml 2-merkaptoetanol, 2 mM 100 ml EDTA, %0,5 100 ml Nonidet P-40
belirtilen oranlar i¢in hesaplamalar1 yapilarak ayr1 ayri hazirlanir. Ayrica 1 ml dH,O
icerisinde proteaz inhibitdr kokteyli (100X) nin ¢dziinmesi saglanir.

e Ardindan Tris-HCI tamponu hazirlanir. Bunun i¢in;

o 2,4 gram Tris tartilir.

o 20-25 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiiriiliir.

o Seyreltik HCI ile pH=7,4’¢ ayarlanir.

o Cozelti hacmi dH,0 ile 40 ml’ye tamamlanur.

e Daha sonra Tris-HCL stogundan 20 ml gekilir.

e (ozelti hacmi dH,0 ile 70 ml’ye tamamlanir.

e 0,075 gram EDTA tartilip ¢ozeltiye eklenir.

e 0,5 ml Nonidet P-40 pipet yardimu ile ¢zeltiye eklenir.

e (Cozeltinin hacmi dH,O ile meziir yardiyla 100 ml’ye tamamlanir. Uzerine proteaz
inhibitor kokteyli eklenir.

e Bir cam siseye alinir.

e (Cozelti hemen kullanilacaksa bu asamada 140 mikrolitre 2-merkaptoetanol ¢ozeltiye
eklenir. Bu islem c¢eker ocak igerisinde yapilmali ve sisenin agzi hemen

kapatiimalidir.

Sekil 3.7. Bitki homojenatlari.
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3.2.5. Klorofil ve toplam karotenoid igeriginin belirlenmesi

Deneyin vapilisi

Etanol ile yapilan olgiimlerde 664 nm ve 648 nm, methanol ile yapilan dlglimlerde
665 nm ve 652 nm, aseton ile yapilan Slgiimlerde 661 nm ve 645 nm dalga boylarinda
Olgtimler yapilmistir. Toplam karotenoid igin ise 470 nm dalga boyunda Ol¢iimler
tamamlanmistir (Khan ve Mitchell, 1987).

e Ogiitiilmiis toz haldeki bugdaydan 0,05 gram tartildi.

e Hacmi ilgili solvent ile 2 ml’ye tamamlandi.

e Vortexlendi.

e +4°C’de 1 gece inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun ardindan 1500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
supernatant kism1 yeni ependorf tiiplerine alindu.

e Blank olarak ilgili solvent kullanilarak istenen Amax’lerde (dalga boylarinda)

spektrofotometrede okuma yapildi (Sekil 3.8).

Ilgili solventler:

Klorofil-a ve klorofil-b i¢in %95’lik etanol, %100’lik metanol, %100’lik aseton,
%80’lik aseton kullanildi. Toplam karotenoid i¢in ise yalnizca %80°lik aseton kullanildi.

Sekil 3.8. Klorofil ve karotenoid igeriklerinin 6l¢iimleri i¢in hazirlanan 6rnek setler.
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3.2.6. Bradford yontemiyle protein tayini
Bradford protein tayini deneyi, Coomassie Brilliant Blue (G250) boya reaktifinin
proteinlere baglanmasi esasina dayanir. Bu boyanin varligi ile zara bagli proteinlerin

varliginin ve miktarinin belirlenmesine imkan tanir (Fanger, 1987).

Deneyin yapilisi

e Mikro plaka kuyucuklarina oncelikle standart ol¢limii yapmak icin 5 pl BSA
standard1 ve 250 pl bradford soliisyonu eklendi.

e Blank kuyucuguna 5 pl dH,0 ve 250 pul bradford soliisyonu eklendi.

e 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun ardindan 595 nm dalga boyunda ELISA Mikroplaka okuyucu
cihazda blank kuyucuguna gore okuma yapildi.

e Ornek dlciimleri icin ise 5 pl drnek ve 250 pl bradford soliisyonu eklenir. Ayni
islemler uygulandi.

e Son olarak elde edilen 6l¢iim sonuglart ile bir standart egri grafigi ¢izilir. Standart

egri egimi hesaplandi.

BSA (Bovine Serum Albumin) standartlarinin hazirlanmasi

3 mg BSA (Stok):

e 00,0031 g BSA tartilir.

e 1 ml distile suda ¢6ziindiiriliir.

e Ardindan distile su kullanilarak gerekli seyreltmeler yapilir.

e 3 mg/ml BSA stok soliisyonundan yapilan seyreltmeler ile 1.5 mg/ml BSA, 1
mg/ml BSA, 0.5 mg/ml BSA, 0.25 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml BSA stok soliisyonlar1

hazirlandi.
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3.2.7. Toplam tiyol miktarmmin belirlenmesi

Ogy 00
SN Mixed prolein disulfide TNB (yellow)

0
Ogpy-© QN’
S : :
N /)
1, 6

DTNB

Protein free thiol

Sekil 3.9. Indirgenmis tiyol iceriginin belirlenmesi reaksiyonu (Ellman tepkimesi) (Rudyk ve
Eaton, 2014).

Tiyol igeriginin saptanmasi esnasinda gergeklesen reaksiyon 5, 5-ditiobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) molekiiline serbest haldeki tiyol grubunun baglanmasi ve
DTNB’de bulunan ¢ift bagin kirilarak molekiiliin indirgenmesi temeline dayanir (Sekil 3.9).
Reaksiyon {irlinleri olarak disiilfiir ve sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB) olusur.

Uretilen TNB miktar ile tiyol icerigi iliskilidir (Rudyk ve Eaton, 2014).

Denevin vapilisi

e 20 mM EDTA iceren 30 pl 200 mM pH’s1t 8,2’ye ayarlanmis Tris-tampon
igerisine 10 pl 6rnek eklendi.

e Her bir mikroplaka kuyucuga 2 mM 20 ul DTNB ve 140 pl methanol eklendi.

e 30 dakika boyunca karanlikta 25 °C’de inkiibe edildikten sonra ELISA
Mikroplaka okuyucuda 405 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.

e Standart egrinin egim degeri kullanilarak orneklerdeki toplam tiyol miktari

hesaplandi.
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GSH standartlarinin hazirlanmasi:

e 0,1 mM GSH standard i¢in; 300 ul dH,0 igerisinde 0,922 mg GSH ¢oziindiiriildii.
e 0,075 mM mM GSH standard i¢in; 0,1 mM GSH standardindan 75 pl alinip tizeri
dH0 ile 100 pl’ye tamamlandi.

e 0,060 mM mM GSH standard i¢in; 0,1 mM GSH standardindan 100 pl alinip
tizeri dH>O ile 200 pl’ye tamamlandi.

e 0,020 mM mM GSH standard i¢in; 0,050 mM GSH standardindan 80 pl alinip
tizeri dH0 ile 100 pl’ye tamamlanda.

e 0,010 mM mM GSH standard i¢in; 0,020 mM GSH standardindan 50 pl alinip
tizeri dH,0 ile 100 ul’ye tamamlandi.

3.2.8. GST spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bitki dokularindan elde edilen homojenatlarda GST enzim aktivitesi 6l¢iim deneylerinde
(Sekil 3.10)’da belirtilenler arasindan 2 ayr1 gesit substrat olan CDNB ve EPNP substratlari
kullanildi.

GsH HCI

Cl ]
ol cl
B
* o csn _— * HCl
), NO,
SG O
c o
oGS —————

HOOC HOOC,

GSH

Sekil 3.10. GSH varliginda GST ile ortak substratlarin enzimatik konjugasyonu. (A) CDNB,
(B) DCNB, (C) PBO, (D) EA, (E) EPNP ve (F) BSP (Alias, 2016).
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3.2.8.1. Toplam GST enzim aktivitesinin CDNB substrati ile 6l¢iilmesi

Deneyin vapilisi

Olgiimler CDNB (1-Chloro-2,4-dinitrobenzene) substrati  kullanilarak 340 nm’de
(Habig ve ark., 1974)’nin belirledigi metodun (Sekil 3.11) ELISA Mikroplaka Okuyucu

sisteme gore optimize edilmis bigimiyle (Yilmaz ve Iscan, 2014) tamamlandi.

e Her bir kuyucuk igerisine pH’s1 7,4’e ayarlanmmis 100 mM fosfat tamponu, 1
mM GSH, 1 mM CDNB, ardindan enzim eklenerek reaksiyon baglatildi.
Reaksiyonda her bir kuyucuga Tosunbey i¢in 48 pg/ml -150 pg/ml araliginda,
Bezostaja i¢in 9,6 ug/ml -30 pg/ml araliginda protein eklendi.

e ELISA Mikroplaka okuyucuda 10 dakika boyunca her 20 saniyede bir absorbans

degerleri okundu.

¢ Blank kuyucuguna 6rnek yerine ayni hacimde 10 mM fosfat tamponu eklendi.

cl
NO, NO,
NO, NO,
o SH CDNB 0 >
_ ] . i
OOCMNH%NHVCOO OOCMNH NH._-CO0
NH,* 0 NH;* 0
GSH GS-DNB

Sekil 3.11. CDNB substratinin DNB 'ye doniismesi (Viljanen, 2008).

Toplam GST spesifik aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplanmuigstir:

Spesifik Aktivit ad/dt SE X
= X
pesili 1vite 9,6 (MM~ cm1) mg protein/ml

dA/dt bir dakikada abzorbansta meydana gelen degisimi, SF seyreltme faktoriinii

simgelemektedir.
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3.2.8.2. GST-Teta izoziminin aktivitesinin EPNP substrati ile belirlenmesi

Deneyin vapilisi

GSH o6lgiim deneylerinden farkli olarak bu deneyde substrat olarak 1,2-epoksi-3-(p-
nitrofenoksi)-propan (EPNP) substrati1 kullanildi.

Deneyimiz EPNP substratt kullanilarak 360 nm’de Habig ve ark. (1974)’nin
belirledigi metodun ELISA Mikroplaka Okuyucu sisteme gore optimize edilmis bigimiyle

(Yilmaz ve ark., 2020) tamamlandi.

e Her bir mikroplaka kuyucuk igerisine pH’s1 6,5’e¢ ayarlanmis 100 mM fosfat
tampon, 0,5 mM GSH, 0,25 mM EPNP ve bitki homojenati eklendi. Reaksiyonda
her bir kuyucuga Tosunbey i¢in 48 pg/ml -150 pg/ml araliginda, Bezostaja icin
9,6 ug/ml -30 pg/ml araliginda protein eklendi.

EPNP substrat1 ile GSTT1 izozimine ait spesifik aktivite agsagidaki formiile gore

hesaplanmaistir:

Spesifik Aktivite = ad/jdt X SF X
pesifi ivite = 0,5 (mM—1cm-1) mg protein/ml

dA/dt bir dakikada absorbansta meydana gelen degisimi, SF seyreltme faktoriinii

simgelemektedir.

3.2.9. TLC ince tabaka kromatografisi

Soliisyonlarin hazirlanmasi:

Hekzan- Aseton (5:1):

25 ml hekzan+5 ml aseton
Hekzan-Etil Asetat (9:1):

27 ml hekzan+3 ml etil asetat
Toluen-Aseton (6:4):
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18 ml toluene+12 ml aseton
Kloroform-Metanol (2:1):

20 ml kloroform+10 ml methanol

Kat faz (sabit faz): Silika jel, Alumina

Swi faz (hareketli faz). Hekzan, Toluen, Etil asetat, Kloroform, Aseton, Metanol, Asetik asit

3.2.10.

Hareketli faz tank igerisine yaklasik 2-3 cm yiikseklikte olacak sekilde konulur.
Tankin agzi bir siire kapatilarak inkiibe edilir; boylece fazlarin dengeye ulasmasi
saglanir.

Kullanilacak plaka hazirlanir. Plakanin kenarlari tank ile temas etmeyecek boyutlarda
kesilir.

Plaka tizerinde yiikleme yapilacak noktalar belirlenir. Noktalarin, kiivet igerisindeki
hareketli faza temas etmeyecek yiikseklikte ayarlanmasi gerekir.

Belirlenen noktalara pipet yardimi ile yavas yavas ve kiigiik hacimlerde 10 mikrolitre
ornek yiiklemesi yapilir (ekle-kurut-ekle). Ornekler toz halindeki dokularin asetonda
inkiibe edilmesi ve santrifiij sonrasi siipernatanin eldesiyle hazirlanmistir.

Kuruma isleminden sonra plaka pens yardimi ile tanka yerlestirilir. Tankin agz1 kapak
yardimu ile iyice kapatilir.

Sivi fazin plaka tizerinde yukar1 dogru hareket ettigi gézlemlenir.

Yiriitme bittikten sonra plaka cikartilip Ornekler UV 1sik altinda goriiniir hale

getirilerek fotograflanir ve analizleri gergeklestirilir.

SDS-PAGE Uygulamasi

Orneklerin bant profillerinin gdézlemlenmesinde Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid

jel elektroforezi (SDS-PAGE) uygulamasindan faydalanilmistir. 4-20% Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Protein Gels (BioRad) kullanilmistir. PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder (ThermoScientific) marker, 5 ul hacminde eklenmistir. Ornekler ise 25 pl hacimde ve

25 ng protein igerigi ile kuyucuklara yiiklenmistir. 100 V uygulanarak jeller yiiriitiildiikten

sonra Colloidal Coomassie Blue (CBB) metodu ile boyanmustir: Metanol-asetik asit-distile su

(5:1:4)

karisiminda yarim saat oda sicakliginda siirekli ¢calkalama uygulanmistir. Sonrasinda

%0,1 Coomassie Blue R250 igeren metanol-asetik asit-distile su (5:1:4) igerisinde yarim saat
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inkiibe edilmistir. Sonrasinda bir gece boyunca "destaining" uygulanarak jellerin goriintiileri

masa Ustli tarayici ile bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Jel goriintiileri GelAnalyzer 19.1 ac¢ik kaynak {icretsiz yazilimi yardimiyla
incelenerek, bant sayilari, pozisyonlar1 ve islenmemis bant hacimleri hesaplanmistir. Rubisco
biiyiik altiinite (RBA) ve Rubisco kii¢iik altiinite (RKA) i¢in karsilagtirmalar yapilarak deney

gruplarindaki fotosentez mekanizmasina dair sonuglar ¢ikarilmaya galigilmistir.
3.2.11. Prolin miktar tayini

Prolin tayininde, bu amino asidin ninhidrin kimyasali ile verdigi reaksiyonun (Sekil
3.12) kolorimetri 6zelligi temel alinmaktadir. Prolin amino asiti ayn1 zamanda bir imino asit
oldugundan, ninhidrin totomerize olup 1, 2, 3-indantrion'a doniiserek prolinle reaksiyona
girmektedir. Reaksiyonun devaminda, bir diger ninhidrin molekiiliiniin ara iriin olan 2-

amino-1, 3-indion ile kondensasyona girmesi renk olusumunu meydana getirmektedir.

0
+ - .
COOH -H0
b 1 N
0 H 0

Ninhydrin Proline -

0 0
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Yellow Product

Sekil 3.12. Prolin-ninhidrin reaksiyonu (Pires ve ark., 2014).

100 ml %3 liik siilfosalisilik asit hazirlanmasi:

Siilfosalisilik asitten 3 gram tartildi. 100 ml saf suda ¢ozdiiriildii.

Asit ninhidrin hazirlanmasi:

Ninhidrinden 0,31 gram tartildi.7,5 ml asetik asit icerisinde ¢ozdiiriildii.

2 ml %85°lik fosforik asit ve 3 ml distile su eklendi. Karanlikta +4°C’de saklandh.
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100 ml %96°lik asetik asit hazirlanmasi:

96 ml asetik asit tizerine 4 ml distile su eklendi.

Standartlarin hazirlanmasi:

5M 10ml prolin standart (Stok)

0,25 gram prolin tartilir.10 ml siilfosalisilik asit i¢cinde ¢oziiliir.

Istenen standart konsantrasyonuna gore siilfosalisilik asit kullanilarak seri diliisyonlar
yapilir.

Standartlar 6l¢iimleri igin hazirlanmis ependorf tiiplerin her birine sirasiyla;

e 200 mikrolitre asit ninhidrin
e 200 mikrolitre %96’ lik asetik asit
e 100 mikrolitre sulfosalisilik asit

e 100 mikrolitre ilgili standart eklenir ve okuma yapilir.

Deneyin vapilisi

e 1,5 ml %3 liik siilfosalisilik asit hazirlanda.

e Asit ninhidrin hazirlandi.

o 100 ml %96’lik asetik asit hazirlandi.

e Ependorf igerisinde 400 mg toz halde bugday 6rnegi tartildi. 40 mg PVPP eklendi.

e Ugzerine 1,5 ml %3’liik siilfosalisilik asitten eklendi.

e Vortexlendi.

e 15000 g’de +4°C’de 6 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant kism1 yeni tiiplere
alind1.

e Bos eppendorf tiiplere 200 mikrolitre asit ninhidrin, 200 mikrolitre %96’lik asetik asit,
100 mikrolitre siilfosalisilik asit, 100 mikrolitre 6rnek siipernatant1 eklendi.

e Vortexlendi. Kapaklara igne ile delik agildu.

e 96°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan sogutuldu. Yeni ve etiketlenmis tiiplere alindu.

e Tiiplere 1’er ml Toluen eklendi. +4 °C’de 15000 g’de 5 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant yeni tiiplere alindu.
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e Bir epp tiipe sadece toluen konuldu ve kor (blank) olarak kullanildi.

e 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede kuvars kiivet icerisinde ABS degerleri
okundu. Standart grafigin egimi kullanilarak prolin konsantrasyonu hesaplandi.

e Standart egri hesaplama prosediiriinde farkli olarak 6rnek yerine prolin ¢ozeltisi

eklendi.

3.2.12. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SigmaPlot.13 lisansli yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Deneysel gruplarin karsilastirilmasinda, birden fazla grubun karsilastirilmasi i¢in One Way
ANOVA testi ve uzantilar1 (Holm-Sidak, Dunn's, Tukey's) ile yazilimm &nerdigi durumlarda
Mann-Whitney U kullanilmistir. Bazi gruplarin karsilastirllmasinda ayr1 ayri ikili t-test
uygulanmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Grafiklerde, gruplar
arasindaki karsilastirmalarin istatistiksel degerini ifade etmek ic¢in "a, b ve c" terimleri,
sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamas: ile
istatistiksel olarak anlaml farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak
anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir. Jel goriintiileri, bantlar arasi UPGMA

analizleri i¢in PyElph acik kaynak {icretsiz yazilim ve eklentileri kullanildu.






4. BULGULAR

Bu calismada; PEG 6000 soliisyonunun farkli konsantrasyonlar: ile bitki gelisimi
sirasinda bir siire kurakliga maruz birakilan iki yerli ekmeklik bugday ¢esidinin, kuraklik
sonucunda bitki kok ve siirglin gelisimleri, bitkide olusan oksidatif strese kars1 bitkinin bazi
savunma mekanizmasi enzimlerinin ve proteinlerin konsantrasyon degisimleri, Stres sonucu
bitkideki prolin, klorofil ve karotenoid igeriklerinin tayin edilmesi gibi bazi fizyolojik ve

biyokimyasal parametreler arastirildi.

Deneysel caligmalarda, ekmeklik bugday cesitlerinden olan Bezostaja ve Tosunbey
bugday tohumlarinin uygun laboratuvar ortami saglanarak 7 giin biiyiitiillmesinin ardindan
PEG-6000 soliisyonunun farkli konsantrasyonlari ile 5 giin boyunca bitkide kuraklik
baskisinin olugmasi saglanmistir. Deneysel gruplar ise kontrol, PEG 6000 (%?5), PEG 6000
(%10), PEG 6000 (%20) seklinde olusturulup isimlendirilmistir.

4.1. Fizyolojik Parametrelerin Artan Kurakhga Bagh Degisimi

4.1.1. Kurakhgin kok ve govde biiyiimesi iizerine etkileri

Bezostaja varyetesi gévde ve kok uzunluklarinda artan kuraklik baskisina bagh degisimler

(£SEM)
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Sekil 4.1. Bezostaja bugday ¢esidinde govde ve kok uzunluklari. "a, b ve c" terimleri,
sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

%35’lik PEG uygulamasi yapilan Bezostaja bitkilerinin kdk uzunluklarinin kontrol

grubuna gore yaklagik olarak %25 oraninda azaldigi ve istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir
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fark oldugu sonucuna varilmistir. %10’luk PEG uygulanan gruptaki bugdaylarin kok
uzunlugunun hem %5’lik gruptan hem de %10’luk gruptan istatistiksel olarak anlamli sekilde
farkli oldugu sonucuna varilmistir. %20’lik PEG uygulanan grubun govde uzunlugunun
kontrolden, %5’lik ve %10’luk gruptan daha az oldugu, istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
sekilde farkli oldugu bulunmustur (Sekil 4.1).

Tosunbey varyetesi govde ve kok uzunluklarinda artan kuraklik baskisina bagli degisimler

(£SEM)
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Sekil 4.2. Tosunbey bugday ¢esidinde govde ve kok uzunluklari. "a, b ve c" terimleri,
strastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli fark: (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Tosunbey bugday cesidi icin yapilan gévde ve kok uzunluk 6lciimlerinde %20’lik
PEG uygulanan grup i¢in 6l¢iilen degerlerin diger gruplara gore istastistiki olarak anlamli
(p<0,05) sekilde azaldig1 grafikte de belirtilmistir (Sekil 4.2). Gévde i¢in yapilan Slgiimlerde
%20’lik grubun kontrol ve %5’lik gruplara gore yaklasik olarak %23 oraninda daha az uzama
gosterdigi kaydedilmistir. Bununla beraber %10’luk gruba gore ise yaklasik %30 daha az
uzama gosterdigi kaydedilmistir. Kok i¢in yapilan Slgiimlerde ise sadece %20’°lik grubun

kontrol grubuna gore yaklasik %20 oraninda daha az uzadig tespit edilmistir.
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Bezostaja varyetesi gévde ve kdk yas agirhklarinda, artan kuraklik baskisina bagh degisimler
(£SEM)
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Sekil 4.3. Bezostaja bugday ¢esidinde govde ve kok yas agirliklari. "a, b ve ¢ terimleri,
strastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Bezostaja’da %20 lik PEG uygulamasi kok ve govdede diger uygulamalara gore

istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) sekilde bir diisiise sebep olmustur. Kontrole gore diisiis
orani ise yaklagik olarak %70’tir (Sekil 4.3).

Tosunbey varyetesi govde ve kdk yas agirhklarinda, artan kurakhik baskisina bagh degisimler
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Sekil 4.4. Tosunbey bugday c¢esidinde govde ve kok yas agirliklart. "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla,
kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile
istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmisgtir.

Govde ve kok yas agirhiklarinin Tosunbey varyetesinde oOlgiilen degerlerine
bakildiginda goévde yas agirligr %20’lik grupta kontrol grubuna gore yaklasik %30 oraninda
azalma gostermis, %10’luk gruba gore ise yaklasik olarak %40 oraninda bir azalma
gostermistir. Kok yas agirligr degerlerine bakildiginda ise yalnizca %20°lik grup %10’luk
gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,05) fark gostermistir. Bu fark yaklasik
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olarak %41 oranindadir. Govde ve kok yas agirlik 6l¢iimleri i¢in bulunan sonuglar istatistiki

hesaplamalar yoniinden anlamli (p<0,05) kabul edilir (Sekil 4.4).

Bezostaja varyetesi govde ve kék kuru agirliklarinda, artan kuraklik baskisina bagh degisimler
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Sekil 4.5. Bezostaja bugday cesidinde gévde ve kok kuru agirliklari. "a, b ve c" terimleri,
sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamh farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

%20’lik PEG uygulamas1 yapilan grupta gévde ve kok kuru agirliklar igin %5 ve

%10'luk gruplara gore istatistiki olarak (p<0,05) cok belirgin bir azalma meydana geldigi
hesaplanmistir. Bu degisim yaklasik olarak %45 oraninda anlamli bir azalmadir (Sekil 4.5).

Tosunbey varyetesi gévde ve kok kuru agirliklarinda, artan kuraklik baskisina bagh degisimler

(+xSEM)
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Sekil 4.6. Tosunbey bugday ¢esidinde govde ve kok kuru agirliklari. "a, b ve c¢" terimleri,
sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamast
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamas: ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Kuru agirlik oOlgiimlerinde Tosunbey bugdayr govde kismi igcin  yapilan
hesaplamalarda %20 ve %10’luk PEG uygulanan gruplarin kontrol grubuna gore sirasi ile
%33 ve %50 oranlarinda daha fazla kuru agirliga sahip oldugu tespit edilmistir. %10’luk
grupta yer alan bugdaylarin kuru agirliklariin %5°lik grupta yer alanlarinkine gore %38 daha
fazla oldugu hesaplanmistir. %20’lik grupta yer alan bugdaylarin kuru agirliklariin ise
%10’luk gruptakilere gore %25 daha az oldugu kaydedilmistir. Kok kismi i¢in yapilan
hesaplamalarda %?20’lik grupta yer alan bugdaylarin kontrole gére %40 daha fazla, %5’¢e
gore %28 daha fazla ve %10’a gore %22 oraninda daha az oldugu, %10’luk grubun kontrole
gore %53 daha fazla, %5’e gore de %44 oraninda daha fazla kuru agirliga sahip oldugu
bulunmustur (Sekil 4.6).

Olgiilen degerler neticesinde yapilan istatistiki hesaplamalara gdre yorumlanan bu

sonuclarin istatistiksel olarak degerli (p<0,05) bulundugu sonucuna varilmstir.

Bezostaja varyetesi gévde ve kok turgor agirliklarinda, artan kuraklik baskisina bagh
degisimler (£SEM)
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Sekil 4.7. Bezostaja bugday ¢esidinde govde ve kok turgor agirliklart. "a, b ve c" terimleri,
sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Bezostaja varyetesinde kuraklik stresi sonucu Olgiilen govde ve kok turgor
agirliklarina baktigimizda hem govde hem de kok i¢in %20’lik PEG uygulamas1 yapilan
gruplarda %35’lik ve %10’luk gruplara gore bir azalma meydana geldigi goriilmektedir.
%20’lik PEG uygulamasinda govde turgor agirliginda kontrol ve %5 grubuna gore yaklasik
olarak %42 oraninda, %10’a gore yaklasik olarak %45 oraninda bir azalma Ol¢lilmiistiir.
%?20’lik gruptaki kok turgor agirliginda ise %10’luk gruba gore yaklasik olarak %57 oraninda

bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bezostaja gévde ve kok turgor agirliklarindaki bu
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degisimlerin, belirtilen degerler acisindan, istatistiki olarak anlamhi (p<0,05) oldugu

hesaplanmistir (Sekil 4.7).

Tosunbey varyetesi gévde ve kok turgor agirliklarinda, artan kuraklik baskisina bagh
degisimler (XtSEM)
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Sekil 4.8. Tosunbey bugday cesidinde govde ve kok turgor agirliklari. "a, b ve c" terimleri,
sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Tosunbey kok turgor agirlik dlglimlerinde %10’luk PEG ile muamele edilmis bugday
orneklerinde kokte, kontrol bugday orneklerine gore %42’lik bir artis oldugu, %5’lik PEG ile
muamele edilmis bugday orneklerine gore %48’lik bir artis oldugu hesaplanmustir. %20°1ik
PEG ile muamele edilmis orneklerin kok turgor agirligi %10°luk gruba gore %43’lik bir
azalma gostermistir. %20’lik PEG ile muamele edilmis 6rneklerin goévde turgor agirlig
%10’luk gruba gére %35’lik bir azalma gostermistir (Sekil 4.8). Ornek turgor agirhik

Ol¢timleri arasindaki hesaplamalarin istatistiksel olarak ifadesi de anlamlidir (p<0,05).
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Bezostaja varyetesi gévde ve kok RWC degerlerinde, artan kurakhk baskisina bagh degisimler

(£SEM)
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Sekil 4.9. Bezostaja bugday ¢esidinde govde ve kok RWC degerleri. "a, b ve c¢" terimleri,
sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli fark: (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Govde ve kok RWC degerlerinin hesaplanmasi sonucunda Bezostaja bugdayinda
%10’luk PEG uygulanan grupta kok RWC degerinin kontrol grubuna goére yaklasik olarak
%49 oraninda, %20’lik grupta kontrole gore yaklasik olarak %47 oraninda azaldig1 ve govde
RWC degerinin ise %20’lik grupta kontrol grubuna gore %30, %5’lik grubuna gore de
yaklagik %25 oraninda azalma oldugu kaydedilmistir. Bu degerler dogrultusunda,
yorumlanan degisimlerin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu bulunmustur (Sekil 4.9).

Tosunbey varyetesi govde ve kok RWC degerlerinde, artan kuraklik baskisina bagl degisimler
(+SEM)
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Sekil 4.10. Tosunbey bugday cesidinde govde ve kok RWC degerleri. "a, b ve ¢" terimleri,
sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi
ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamas: ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Tosunbey varyetesi igin hesaplanan gévde ve kok RWC degerlerine bakildiginda
govde Olclimlerinde %20’lik PEG uygulanan grup kontrol grubuna gore %15 oraninda bir
azalma gostermistir. Kok olgiimlerinde %10’luk grup kontrol grubuna gore %38 oraninda,
%20’lik grup kontrol grubuna gore %33 oraninda, %10’luk grup %S5’lik gruba gore %50
oraninda ve %20’lik grup %5’lik gruba gore %46 oraninda bir azalma gostermistir (Sekil
4.10). RWC olgiimlerinin sonucunda degerler igin istatistiki hesaplamalar anlamli (p<0,05)

bulunmustur.

4.2. Biyokimyasal parametrelerde kuraklik baskisimin yarattigi degisimler

4.2.1. Toplam glutatyon s-transferaz (GST) aktivitesinde degisimler

Bezostaja varyetesinde, Toplam GST Spesifik
Aktivite degerlerinin, artan kurakhga baglh
degisimi (+tSEM)
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Sekil 4.11. Bezostaja bugday ¢esidinde toplam GST spesifik enzim aktivite degerlerinin artan
kurakliga baglh degisimi. "a, b ve ¢ terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak
anlamh farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) ve %10 PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Bezostaja bugdaylarinda toplam GST miktarlarinda, %Z20’lik deney grubundaki
bugdaylarda kontrol grubundaki bugdaylara gore %35, %5 lik gruptaki bugdaylara gore %51
oraninda bir artis oldugu ve %10’luk gruptaki bugdaylarda %5’lik gruptaki bugdaylara gore
%39 oraninda artis oldugu tespit edilmistir (Sekil.4.11). Toplam GST miktarinda gériilen

artis miktarlari istatistiksel olarak degerli ve anlaml1 (p<<0,05) kabul edilmistir.

Tosunbey varyetesinde, Toplam GST Spesifik
Aktivite degerlerinin, artan kurakhga baglh
degisimi (:tSEM)
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Sekil 4.12. Tosunbey bugday c¢esidinde toplam GST spesifik enzim aktivite deegerlerinin
artan kurakliga bagli degisimi. "a, b ve c" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli
farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli fark: (p<0,05)
belirtmek i¢in kullanilmistir.

Tosunbey bugdaylarinda toplam GST miktarlarinda %20’lik deney grubundaki
bugdaylarda %5’lik gruptaki bugdaylara gore %55, %10’luk gruptaki bugdaylara gore %47
oraninda bir artig oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12). Toplam GST miktarinda goriilen artig

miktarlar istatistiksel olarak degerli ve anlaml1 (p<0,05) kabul edilmistir.
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Bezostaja varyetesinde, GSTT1-1 Spesifik
Aktivite degerlerinin, artan kurakhga bagh
degisimi (£SEM)
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Sekil 4.13. Bezostaja bugday cesidinde GSTT1-1 spesifik enzim aktivite degerlerinin
kuraklik artisi ile beraber degisim grafigi. "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile
istatistiksel olarak anlamli fark: (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak
anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Bezostaja bugdayinda kuraklik siddetinin artmasi ile beraber GSTTI1-1 spesifik
aktivite degeri i¢in kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak anlamli (p<0,05) sekilde bir
azalma oldugu tespit edilmistir. %5’lik PEG uygulamasi yapilan bugdaylarda kontrol grubu
bugdaylara gore GSTT1-1 spesifik aktivite degerlerinde yaklasik olarak %354 oraninda,
%10’luk PEG uygulamasi yapilan bugdaylarda kontrol grubu bugdaylara gére GSTTI1-1
spesifik aktivite degerlerinde yaklasik olarak %61 oraninda ve %20’lik PEG uygulamasi
yapilan bugdaylarda kontrol grubu bugdaylara gore GSTT1-1 spesifik aktivite degerlerinde
yaklasik olarak %78 oraninda bir azalma oldugu 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.13).
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Tosunbey varyetesinde, GSTT1-1 Spesifik

Aktivite degerlerinin, artan kurakhga bagh
degisimi (£SEM)
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Sekil 4.14. Tosunbey bugday c¢esidinde GSTTI1-1 spesifik enzim aktivite degerlerinin
kuraklik artis1 ile beraber degisim grafigi. "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile
istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamas ile istatistiksel olarak
anlamli farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Tosunbey bugdayinda kurakligin artmasi ile beraber GSTT1-1 spesifik aktivite degeri
sadece %20’lik PEG ile kurakliga maruz birakilmig grupta kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir azalma gostererek %53 oraninda bir diisiis yaratmistir (Sekil 4.14). Bu
azalma istatistiki olarak (p<0,05) degerlendirildiginde kayda deger bir azalmadir. Ancak,
istatistiksel olarak anlamli hesaplanmasa da, azalis egilimi Bezostaja varyetesinde izlenen

degisim ile benzerlik gostermektedir.
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4.2.2. Toplam tiyol miktar:

Bezostaja varyetesinde toplam tiyol miktarinin
artan kurakhga bagh degisimi (£tSEM)
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Sekil 4.15. Bezostaja bugday ¢esidinde artan kurakliga bagli olarak toplam tiyol miktarindaki
degisim. "a, b ve c¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05), %5 PEG uygulamas ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10
PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek igin

kullanilmustir.

Bezosataja bugdaylan iizerinde yapilan deneylerde toplam tiyol miktarlart %5’lik
PEG uygulanan gruptaki bugdaylarda kontrole gore %37 oraninda, %10’luk PEG uygulanan
gruptaki bugdaylarda kontrole goére %29 oraninda ve %?20’lik PEG uygulanan gruptaki
bugdaylarda kontrole gore %32 oraninda azalma meydana gelmistir (Sekil 4.15). Toplam

tiyol miktarindaki bu azalma istatistiki agcidan anlamli (p<0,05) bir azalmadir.
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Tosunbey varyetesinde toplam tiyol miktarinin
artan kurakhiga bagh degisimi (+tSEM)

1,2

T
0,8
0,6
0,4
0,2
0 : . : .

Kontrol %5 PEG %10 PEG %20 PEG

Toplam Tiyol
{mM/mg protein)

Deney Gruplar

Sekil 4.16. Tosunbey bugday ¢esidinde artan kurakliga bagl olarak toplam tiyol miktarindaki
degisim. "a, b ve c¢" terimleri, sirastyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05), %5 PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamh farki (p<0,05) ve %10
PEG uygulamas1 ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek icin

kullanilmistir.

Tosunbey bugdaylar1 lizerinde yapilan toplam tiyol miktarinin dl¢lilmesi sonucunda
bitkide toplam tiyol miktarinda gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli (p<0,05)

sayilabilecek bir artis veya azalisa rastlanmamustir (Sekil 4.16).
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4.2.3. Kuraklik stresinin klorofil miktarlar iizerine etkileri

Bezostaja varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b iceriklerinin artan kurakliga bagh
degisimi (£tSEM)
(%80 Asetoniile)
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Sekil 4.17. Bezostaja bugdayinda klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakliga baglh
degisimi (%80 aseton ile). "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli
farki (p<<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli fark: (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.

%80 Aseton kullanilarak yapilan klorofil-a dlglimlerinde %20’lik PEG ile kuraklik
stresi yaratilmis Bezostaja bugdaylarinda kontrol grubuna goére %21°lik bir artis, %5’e gore
%16’lik bir artis oldugu hesaplanmistir. Klorofil-b 6l¢timlerinde ise %20°lik grupta kontrol
bugdaylarina gore %35 oraninda bir artis oldugu hesaplanmistir (Sekil 4.17). Bu
hesaplamalar istatistiki agidan degerlidir (p<0,05) seklinde ifade edilebilir.

Tosunbey varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakhga bagh
degisimi (xSEM)
(%80 aseton ile)
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Sekil 4.18. Tosunbey bugdayinda klorofil-a ve klorofil-b iceriklerinin artan kurakliga bagh
degsimi (%80 aseton ile). "a, b ve c¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel
olarak anlaml farki (p<0,05), %5 PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli
farki (p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.
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%80 aseton kullanilarak yapilan klorofil-a dlgiimlerinde %10’luk PEG ile kuraklik
stresi yaratilmis Tosunbey bugdaylarinda kontrol grubuna gore %14°likk bir artis, %20’lik
PEG uygulanmis grupta kontrole gore %31, %5’lik PEG uygulanmig gruba gore %19 ve
%10’luk PEG uygulanmis gruba gore %14’°liikk bir artis oldugu hesaplanmustir (Sekil 4.18).
Bu sonuglar istatistiksel olarak analiz edildiginde anlamli (p<0,05) olarak degerlendirilmistir.

Klorofil-b 6l¢timlerinde ise Tosunbey igin istatistiki olarak anlamli degerler bulunamamustir.

Bezostaja varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakhga bagh
degisimi (£SEM)
(%95 Etanol ile)
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Sekil 4.19. Bezostaja bugdayinda klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakliga bagh
degsimi (%95 etanol ile). "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak
anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) ve %10 PEG uygulamas ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.

Bezostaja bugdaylar1 i¢in klorofil-b miktar1 %95°lik etanol ile yapilan deneylerde
klorofil-b dlgtimlerinde %20’lik deney grubundaki bugdaylar kontrol grubundaki bugdaylara
gore %37, %5’lik deney grubundaki bugdaylara gore %30, %10’luk deney grubundaki
bugdaylara gore %27 oraninda artmustir (Sekil 4.19). Bu artis istatistiki olarak kiymetli
(p<0,05) bir artistir. Ancak klorofil-a miktarinin 6l¢timii ile ilgili anlamli herhangi bir artis

goriilmemigtir.
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Tosunbey varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakliga bagh
degisimi (£SEM)
(%95 Etanol ile)
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Sekil 4.20. Tosunbey bugdayinda klorofil-a ve klorofil-b iceriklerinin artan kurakliga bagh
degsimi (%95 etanol ile). "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak
anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.

Tosunbey bugday c¢esidinde %95’lik etanol ile yapilan dlgiimlerde klorofil-a miktari
%20’lik PEG uygulanan gruptaki bugdaylarda kontrole gore %10 oraninda, %5’lik gruba
gore ise yaklasik olarak %15 oraninda daha fazla iken %10’luk PEG uygulanan gruptaki
bugdaylarda klorofil-a miktar1 %5°lik gruba gore yaklasik olarak %10 oraninda daha fazladir.
Klorofil-b miktar1 %20’lik PEG grubundaki bugdaylarda kontrole gore %25, %5’lik gruba
%33, %10’luk gruba gore %18 oraninda daha fazladir. %10’luk PEG uygulanan gruptaki
bugdaylarda %5’lik gruba gore %20 oraninda daha fazladir (Sekil 4.20). Bu degerler
istatistiki agidan anlamli (p<0,05) degerlerdir.
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Bezostaja varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b iceriklerinin artan kurakhga bagh
degisimi (£SEM)
(%100 Aseton ile)
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Sekil 4.21. Bezostaja bugdayinda klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakliga bagh
degsimi (%100 aseton ile). "a, b ve c" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel
olarak anlaml farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlaml1 farki
(p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.

Bezostaja bugdaylari i¢in klorofil-a miktar1 %100’lik aseton ile yapilan dl¢timlerde,
%20’lik deney grubundaki bugdaylarda kontrol grubundaki bugdaylara gore %22, %5’lik
deney grubundaki bugdaylara gére %20 oraninda artmustir. Klorofil-b miktar1 ise %20°1lik
deney grubundaki bugdaylarda %35’lik deney grubundaki bugdaylara gore %19 oraninda
artmistir (Sekil 4.21). Bu artis istatistiki olarak degerli (p<0,05) bulunmustur.

Tosunbey varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakhga bagh
degisimi (tSEM)
(%100 aseton ile)
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600 T 1

500

400
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Sekil 4.22. Tosunbey bugdayinda klorofil-a ve klorofil-b igeriklerinin artan kurakliga bagh
degsimi (%100 aseton ile). "a, b ve c" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) ve %10 PEG uygulamas1 ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)
belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Klorofil-a miktar1 Tosunbey %20’lik PEG deney grubunda kontrole goére %15
oraninda artmigtir. Klorofil-b miktar1 ise %20’lik grupta %5’e gore %11 oraninda, %10’a
gore ise %13 oraninda artmistir (Sekil 4.22). Klorofil-a ve klorofil-b miktarlarindaki bu artis
istatistiksel olarak anlam ifade eden (p<0,05) bir artigtir.

Bezostaja varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b iceriklerinin artan kurakliga bagl
degisimi (£tSEM)
(%100 metanol ile)
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Sekil 4.23. Bezostaja bugdayinda klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin artan kurakliga bagh
degsimi (%100 metanol ile). "a, b ve c" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel
olarak anlamli farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05) ve %10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05)

belirtmek i¢in kullanilmistir.

%2100 metanol kullanilan analizlerde, Bezostaja bugday c¢esidinde, %20’lik deney
grubundaki bugdaylarda klorofil-a miktar1 kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli (p<0,05)
olarak belirlenen %30 oraninda, klorofil-b miktar1 ise kontrole gore %27 oraninda, klorofil-b

miktart %20’lik grupta %5°lik gruba gére %28 oraninda artmistir (Sekil 4.23).
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Tosunbey varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b iceriklerinin artan kurakhga bagl
degisimi (£SEM)
(%100 metanolile)
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Sekil 4.24. Tosunbey bugdayinda klorofil-a ve klorofil-b iceriklerinin artan kurakliga bagli degsimi
(%100 metanol ile). "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli
farki (p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve
%10 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek icin

kullanilmistir.

%100 metanol kullanirak yapilan deneylerde Tosunbey bugday ¢esidinde istatistiki
olarak anlamli (p<0,05) olarak belirlenen sonucglara gore %?20’lik deney grubundaki
bugdaylarda klorofil-b miktar1 kontrole oranla %16 oraninda, %10’luk gruba oranla %18
oraninda, %5’lik gruba oranla %21 oraninda; klorofil-a miktar1 ise %10’luk gruba gére %20
oraninda artig gostermistir. Klorofil-b miktart %20’lik grupta %5’lik gruba gore %21
oraninda artmistir (Sekil 4.24).
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4.2.4. Prolin miktar iizerine artan kurakhgin etkisi

Bezostaja varyetesinde prolin igeriginin
artan kurakhga bagh degisimi (:tSEM)
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Sekil 4.25. Bezostaja bugday ¢esidinde prolin igeriginin artan kuraklik stresine karsi
degisimi. "a, b ve ¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10
PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek icin

kullanilmastir.

Bezostaja bugdayinda prolin igeriginde %20’lik grupta kontrole ve %5°lik gruba gore
%98, %10’luk gruba gore %96’lik bir artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25). Prolin
icerigindeki bu artis istatistiki olarak degerli ve olduk¢a anlamli (p<0,05) bir artistir.
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Tosunbey varyetesinde prolin igeriginin
artan kurakhga bagh degisimi (£tSEM)
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Sekil 4.26. Tosunbey bugday cesidinde prolin igeriinin artan kuraklik stresine karsi
degisimi. "a, b ve c¢" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05), %5 PEG uygulamas ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10
PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek icin

kullanilmastir.

Tosunbey bugdayinda prolin igeriginde %20’lik grupta kontrole gore %91, %5’lik
gruba gore %92, %10’luk gruba goére %85°lik bir artig oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.26).
Stresin artmasi ile birlikte olusan prolin igerigindeki bu artis istatistiki olarak degerli ve

oldukg¢a anlamli (p<0,05) bir artistir.
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4.2.5. Bugday karotenoid icerigi

Bezostaja varyetesinde, toplam karotenoid iceriginin artan kurakliga
bagh degisimi (£tSEM)
250

& T
= 200 1
.2"5
23 I I I
23 150
g8
e 8
S 100 -
£ X
52
5 50 -

O T T

Kontrol 5% PEG 10% PEG 20% PEG

Deney Gruplari

Sekil 4.27. Bezostaja varyetesinde artak kuraklik ile birlikte toplam karotenoid igeriginin
degisimi. "a, b ve c" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05), %5 PEG uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10
PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek icin

kullanilmustir.

Bezostaja bugdaylar1 i¢in toplam karotenoid miktarlarinda Olgiilen degerlerde

istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark elde edilememistir (Sekil 4.27).

Tosunbey varyetesinde, toplam karotenoid i¢eriginin artan kurakhga
bagh degisimi (:tSEM)
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Sekil 4.28. Tosunbey varyetesinde artan kuraklik ile birlikte toplam karotenoid igeriginin
degisimi. "a, b ve c" terimleri, sirasiyla, kontrol ile istatistiksel olarak anlamli farki
(p<0,05), %5 PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) ve %10
PEG uygulamas: ile istatistiksel olarak anlamli farki (p<0,05) belirtmek icin

kullanilmustir.
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Toplam karotenoid igerigi Tosunbey bugdaylarinda %20’lik deney grubunda kontrol
grubuna gore %25 oraninda artmis, %5’°lik gruba gore ise %27 oraninda artmistir (Sekil
4.28). Tosunbey bugdaylar1 i¢in toplam karotenoid miktarlarinda o6lgiilen degerlerde
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) farklar elde edilmistir.

4.2.6. TLC (ince tabaka kromatografisi)

Ince tabaka kromatografisi (TLC) ince tabaka kromatografisi ydntemi kloroplast
pigmentlerinin ayrilmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Yontem kromatografik
adsorpsiyon esasina dayali olarak gergeklesir. Silika jel iizerinde polar veya apolar
coziiclilerin karistirilmasi ile kloroplast pigmentlerinin yiiriitilmesi seklinde gergeklesir.
Klorofil-a ve klorofil-b pigmentleri boylelikle birbirlerinden ayrilarak jel {izerinde bantlar
halinde bolgesel izler birakir. Boylece Ornek igerisinde bulunan klorofil pigmentleri

ayristirtlmis olur (Anwar, 1963).

Calismada dort farkli ¢oziicii sistemi kullanilmasina ragmen, yalnizca hekzan-aseton
uygulamasinda analiz edilebilecek kalitede TLC bant profilleri elde edilmistir. TLC
plakalarindan elde edilen goriintiiler, agik kaynak bir yazilim olan GelQuant ile analiz
edilerek (Sekil 4.29) lekelerin piksel yogunluklari, ait olduklari pigmentlerin miktarlari i¢in
bir gosterge olarak kabul edilmis ve karsilastirmalarda kullanilmistir (Sekil 4.30 ve Sekil
4.31).
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Sekil 4.29. GelQuant yazilimi ve TLC analizine ait uygulama goriintiisii.

TLC tabakalarinda yesil renkli ana leke klorofil-a, altindaki turuncu leke ise klorofil-b
pigmentine aittir. Karotenoidler, TLC analizlerinde, hekzan-aseton da dahil olmak {izere,
cogu ¢oziicii sisteminde "solvent front" ile veya hemen altinda hareket etmektedirler.
Plakalarda, analizde kullanilacak kadar yogun karotenoid lekeleri gozlemlenememistir.

TLC tabakalara ornekler sabit miktarlarda (10 pl hacim) ytiklendiginden, piksel yogunlugu
degerleri protein miktarlar1 ile normalize edilmistir; ancak, genel degisim

deseninde/egiliminde bir farklilik ortaya ¢ikmamustir.
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Bezostaja varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin
artan kurakhga bagh degisimi

(TLC analizlerine gore)
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Sekil 4.30. Bezostaja 6rnekleri i¢in gerceklestirilen TLC analizine ait sonuglar.

Tosunbey varyetesinde, Klorofil-a ve Klorofil-b igeriklerinin
artan kurakhga bagh degisimi
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Sekil 4.31. Tosunbey ornekleri i¢in gerceklestirilen TLC analizine ait sonuglar.

TLC analizleri Tosunbey orneklerinde klorofil-a ve klorofil-b pigmentlerinde %5
PEG uygulamasinda bir diislisli, artan kuraklik baskisiyla, yani %10 ve %20 PEG

uygulamalarinda ise, tekrar bir yiikselisi gostermektedir. Bezostaja’da ise artis egilimi %10




84

PEG uygulamasinda maksimum degerine ulasmis; %20 PEG uygulamastyla olusturulan en
yiiksek kuraklik baskisinda ise tekrar diislise gegerek kontrol grubunda olgiilen degerlere

yakin sonugclar elde edilmistir.

4.2.7. SDS-PAGE uygulamasi ve bant analizleri

Iki tiire ait deneysel gruplardan elde edilen homojenatlar, esit miktarlarda eklendikleri
%4-20 gradyan jellerde genis aralik protein molekiiler agirlik (MA) belirtici ile kosturularak
profilleri CCB boyamalari ile gdzlenmistir (Sekil 4.32).

Sekil 4.32. %4-20 gradyan jelde kosturulan ve CCB ile boyanan protein 6rnekleri. M: protein
MA belirtici (yukaridan asagiya sirasiyla: 180 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55
kDa, 43 kDa, 34 kDa, 26 kDa, 17 kDa, 10 kDa), 1-4: Tosunbey 6rnekleri (sirasiyla:
Kontrol, %5 PEG, %10 PEG, %20 PEG), 5-8: Bezostaya ornekleri: (sirasiyla:
Kontrol, %5 PEG, %10 PEG, %20 PEG).

GelAnalyzer 19.1 yazilimi ile yapilan analizler (Sekil 4.33), kuraklik baskisinin her
iki tiire ait protein drneklerinde, toplam bant sayisinda anlamli bir degisime sebep olmadigini

gostermistir.
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Sekil 4.33. GelAnalyzer 19.1 yaziliminin genel kullanim ve analiz 6zellikleri. Kullanilan
protein MA belirticideki bantlara ait MA degerleri sisteme girildikten ve Rf i¢in

kalibrasyon yaylar yerlestirildikten sonra kalibrasyon grafigi, R?=0,998 degeri ile
olusturulmustur.

Fotosentez mekanizmasinin durumuna dair ve dolayisiyla bitkilerin kurakliga karsi

direng durumlariyla ilgili yargida bulunulmasina katki vermesi i¢in, ayn1 zamanda en belirgin

bantlar olarak gozlemlenen, RBA ve RKA proteinlerine ait bantlar karsilastirilmistir (Sekil

4.34).
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Tosunbey ve Bezostaja varyetelerinde, artan
kurakhk baskisinin RBA ve RKA proteinlerinde
yarattigi degisimler
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islenmemis bant hacimleri

Sekil 4.34. SDS-PAGE jellerinin analizi sonucu, RBA ve RKA proteinlerine ait bantlarin
islenmemis bant hacimleri arasindaki iliski.

Islenmemis bant hacimleri, sadece bant kalmliklarin1 verdiginden ve banttaki
yogunlugu  yansitmadigindan, dogrudan, protein  miktarmin  karsiligi  olarak
degerlendirilemezler. Ancak, bu Ol¢im genel durum hakkinda fikir vermektedir.
Tosunbey'de, artan kuraklikla birlikte, RBA ve RKA proteinlerinde bir azalma, ancak %20
PEG uygulamasinda RBA i¢in, tekrar bir ylikselme ifade edilebilir. Kurakliga nispeten daha
toleransli olan Bezostaja’da ise, artan PEG konsantrasyonu ve dolayisiyla artan kuraklik

baskist hem RBA'da hem de RKA'da yiikselmeye sebep olmustur.

4.2.8. UPGMA protein kiime analizleri

SDS-PAGE uygulamasi sonrasinda elde edilen jel goriintiisii {izerinde bantlar igin
protein kiime analizleri gergeklestirilmistir. Bu amacla kullanilan PyElph 1.14 yaziliminin

genel kullanim 6zellikleri ve bantlarin hiyerarsik yerlesimi Sekil 4.35'te gosterilmektedir.
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Sekil 4.35. PyElph 1.14 yazilimi ile gerceklestirilen UPGMA analizi ve yazilimin genel

kullanima.

Yapilan analizin sonuglart UPGMA filogenetik agaci (Sekil 4.36) ve matrikslerle

(Cizelge 3.4) gosterilmistir.
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Sekil 4.36. Tosunbey ve Bezostaja ornek gruplarinin UPGMA protein kiimeleme analiz

sonuclarina ait filogenetik agac gosterimi.
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Cizelge 3.4. Tosunbey ve Bezostaja 6rnek gruplarinda uygulanan UPGMA protein kiime

analizlerine ait matriks degerleri. Siitunlar (soldan saga) ve satirlar (yukaridan asagiya)
sirasiyla Tosunbey-Kontrol, Tosunbey %5 PEG, Tosunbey %10 PEG, Tosunbey %20 PEG,

Bezostaja-Kontrol, Bezostaja %5, Bezostaja %10, Bezostaja %20

A. UPGMA mesafe (distance) matriksi

0.00
3.70
7.14
11.11
21.43
21.43
20.00
17.24

3.70

0.00

11.11
15.38
18.52
18.52
24.14
21.43

7.14
11.11
0.00
3.70
28.57
28.57
26.67
24.14

1111 21.43
15.38 18.52
3.70 28.57
0.00 25.93
25.93 0.00
25.93 0.00
24.14 6.67
21.43 10.34

21.43
18.52
28.57
25.93
0.00
0.00
6.67
10.34

B.UPGMA benzerlik (similarity) matriksi

100.00 96.30 92.86 88.89 78.57 78.57
100.00 88.89 84.62 81.48 81.48
100.00 96.30 71.43 71.43

96.30
92.86
88.89
78.57
78.57
80.00
82.76

88.89
84.62
81.48
81.48
75.86
78.57

96.30
71.43
71.43
73.33
75.86

100.00 74.07

74.07

20.00
24.14
26.67
24.14
6.67
6.67
0.00
3.23

80.00
75.86
73.33
75.86

74.07 100.00 100.00 93.33
74.07 100.00 100.00 93.33
75.86 93.33 93.33100.00
78.57 89.66 89.66 96.77

7.24
21.43
24.14
21.43
10.34
10.34
3.23
0.00

82.76
78.57
75.86
78.57
89.66
89.66
96.77
100.00

Filogenetik agac ve matriks degerleri, her iki tiir i¢in ayr1 ayr1 gegerli olmak {izere,

%10 ve %20 PEG-6000 uygulamalarinin, kontrol ve %5 PEG-6000 uygulamalarindan (yani

diisiik kuraklik baskisindan) farkli protein kiimelenmelerine yol actigini net sekilde ortaya

koymustur. Bu fark 6zellikle Bezostaja igin oldukg¢a belirgindir. UPGMA'ye ek olarak,

"neighbour joining" kiimelemesi (Sekil 4.37), Tosunbey varyetesindeki yiiksek kuraklik

(%10 PEG-6000 ve iizeri) uygulamasinin protein profillerinde oldukga farkli degisimler

yarattigini gostermekte; ancak, daha goze g¢arpacak sekilde, Bezostaja'nin yliksek kuraklik
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gruplarinin, Tosunbey de dahil olmak iizere, diger tim orneklemden farkli bir kiimeleme

aciga ¢ikardigini da ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.37. Tosunbey ve Bezostaja 6rnek gruplarmin “neighbour joining” protein kiimeleme
analiz sonuglarina ait filogenetik aga¢ gdsterimi.






5. TARTISMA VE SONUC

Bugday hem giiniimiizde hem de gelecekte temel ve stratejik bir besin kaynagi olarak
gorililen ve en yaygin tiikketime sahip tahil iirliniidiir. Diinya {izerinde 2000’li yillarda giinliik
besin enerjisinin yaklasik olarak %48’1 tahil ve tahildan {iretilen besinlerin tiiketilmesi ile
karsilanir. 2050 yilinda ise bu oranmn %43 olacagi tahmin edilmektedir. Tahil yiizdelerine
bakildiginda bugdayin yerinin ise tahillar arasinda yaklasik %25 oldugu bildirilmistir.
Giliniimiliz diinyasinda kisi basi1 tahil tiiketim miktarlarina bakildiginda gelismis iilkelerde
yillik olarak kisi basi tahil liretiminin 160 kg gelisim gostermekte olan iilkelerde 150 kg
oldugu bilinmektedir. Diinya niifusunun yillik kisi basi ortalama tahil tiikketiminin ise 173 kg
oldugu belirtilmistir. Tiirkiye ortalamasina bakildiginda ise 2007 ile 2015 yillar1 arasinda
yillik kisi bagi tahil tiiketiminin ortalama olarak 215 kg oldugu kayitlara ge¢mistir. 2000
yilinda Diinya’da ekilebilir tarim alanlar1 4.92 milyar hektar iken 2017 yilinda bu say1 4.83
milyar hektar seviyesine digmistir (Journal ve ark., 2020). Tahil iretim alanlarinin
icerisinde ekmeklik bugday cesitlerinin yetistirilme oran1 %30 civarindadir ve Diinya
tizerindeki niifusun besin ihtiyacinin da %20’si kadarini1 ekmeklik bugday cesidi karsilar.
Yapilan calismalar yalnizca iilkemizde degil tiim Diinya’da tahil tiiketiminde belirtilen
oranlarin pek de degismeyecegini ortaya koymustur. Tiim bu yapilan ¢aligmalar ililkemiz ve
diinya i¢in bugdayin 6nemini ciddi ve agik sekilde ortaya koymustur (Atar, 2017; Bi ve ark.,
2017).

Kuraklik diinya tarim alanlarinin biiyiik bir boliimiinde bitkisel iiretimi sinirlandiran
onemli bir faktordiir. Diinya tlizerindeki ekilebilir alanlarda goriilen stres faktorleri iginde
kuraklik stresi % 26’lik payla en biiylik dilimi almaktadir (Kutlu, 2010). Kuraklik stresi
bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisime Sebep olmakta ve buna
bagli olarak bitkiler, smurli c¢evresel kosullara adapte olmayr saglayacak tolerans
mekanizmalar1 gelistirebilmektedirler (Bi ve ark., 2017; Oyewole, 2016). Olusan bu
mekanizmalarin anlagilabilmesi agisindan c¢alismamiz son zamanlardaki benzer ¢alismalar
gibi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Calismada Tosunbey ve Bezostaja ekmeklik bugday ¢esitleri tizerinde kuraklik sonucu
gelisen ve degisen fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri incelenmistir. PEG6000
maddesinin artan konsantrasyonlarmmin yarattigi ozmotik potansiyel iistel bir degisim

karakterine sahiptir. Bu durum, mevcut ¢alismada uygulanan kuraklik baskisinin da, %5
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PEG'den %20 PEG'e dogru iistel sekilde kuvvetlendigini ifade eder (Sekil 5.1). Deneysel

caligmalarin sonuglar1 bu iliski goz 6niinde bulundurularak degerlendirilmistir.
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Sekil 5.1. PEG 6000 ile ozmotik potansiyel arasindaki iligski (Williams ve Shaykewich, 1969).

Kuraklik stresinin farkli bugday tipleri lizerindeki etkisiyle bugdayda verim, yaprak
klorofil icerigi ve bagil su iceriginin belirlenmesi amaci ile 2009-2010 yillar1 arasinda
Bijanzadeh ve Emam tarafindan Siraz Universitesi’nde serada yapilan calismada kuraklik
stresine bagli olarak bitki RWC degerinin iki farkl: tiir olan Siraz ve Yavaros bugdaylarinda
sirastyla %27,5 ve %23,9 oraninda azalis gosterdigi kaydedilmistir (Bijanzadeh ve Emam,
2010). Mevcut ¢alismada literatiirdekine benzer sekilde RWC igerigi Bezostaja bugdayi igin
kontrole gore %47 oraninda azalmis, Tosunbey bugdayi i¢in %33 oraninda azalmis sekilde
Olclilmiistiir.

Acar ve arkadaslarinin 2020 yilinda yiiriittiigli calismadan elde edilen sonuglara gore;
kuraklik baskist altinda, kok uzunlugu Sultan-95 cesidinde kontrol grubuna kiyasla %14,
Tosunbey ¢esidinde kontrol grubuna kiyasla %21 oraninda anlaml olarak ifade edilebilecek
sekilde azalmistir. Govde uzunlugu Sultan-95 ¢esidinde kurakliga bagh olarak kontrole gore
%35 oraninda azalirken Tosunbey c¢esidinde kontrole gore %2 oraninda bir artis oldugu
belirlenmistir (Acar ve ark., 2020). Projede elde edilen sonuglar Acar ve arkadaslarinin elde
ettigi sonuglara benzer sekilde kok ve govde uzunluklarinda baski siddeti arttik¢a kontrol

grubuna kiyasla yaklasik olarak %20 oraninda azalma oldugunu gdstermistir.
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2013 yilinda Hasanuzzman ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada, uygulanan kuraklik
stresi sonucunda bugday cesitlerinde kok ve govde uzunluklarinda azalmalar oldugunu, piring
bitkisinde ise RWC degerinde kontrole gore %50-60 oraninda azalma oldugunu bulmuslardir
(Hasanuzzaman ve ark., 2013). Bugday cesitleri ile yapilan mevcut ¢alismada PEG 6000 ile
olusturdugumuz kuraklik stresi sonucunda bugday ¢esitlerinde kok ve govde uzunluklarinda
stres siddeti arttik¢a kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %20 oraninda bir azalma oldugu
tespit edilmistir. RWC igerigi Bezostaja bugday: i¢in kontrole gore %47 oraninda azalmis,
Tosunbey bugdayi i¢in %33 oraninda azalmis, ve belirtilen bu ¢aligmadaki sonuglarla uyumlu
degisimler gozlenmistir.

Bezostaja varyetesinde artan kurakliga bagli olarak kok ve govde uzunluklar ile yas
agirlik degerleri azalmistir. Kuru agirlikta istatistiksel olarak anlamli azalis yalnizca %20
PEG uygulamasinda gergeklesmistir. Ayni sekilde, bu defa hem kok hem de gdovde igin,
hesaplanan RWC %20 PEG uygulamasinda anlamli bir diislis gostermistir. Tosunbey
varyetesinde ise %20 PEG uygulamasinda, kontrole gére anlamli olmak {izere, kok ve govde
uzunluklari ile yas agirlik azalmustir. iki tiir birbirleriyle karsilastirildiginda, dzellikle kuru
agirlik i¢in ilging bir durum goze ¢arpmaktadir. Her iki 6rneklem grubunda da, ve ayrica hem
kok hem de govde icin, kuru agirlik artak kuraklik baskisiyla artis egiliminde olmakla birlikte
%20 PEG grubunda tekrar azalmigtir. Ancak, kuru agirliktaki artis1 kurakliga karsi bir cevap
olarak degerlendirirsek, bu cevap gorece daha tolerant olan Bezostaja varyetesinde en diisiik
kuraklik baskisinda (%5 PEG) baslamisken, Tosunbey'de kuru agirlik artist %10 PEG'de
goze carpmaktadir. Tolerant varyete daha diisiik kuraklik baskisinda, yani daha erken
donemde kuru agirhigin artirmigtir. Literatiirde, erken donemde yliksek yas ve kuru agirliga
sahip varyeteler kuraklik-tolerant olarak nitelendirilmektedir (Ahmed ve ark., 2019). Bu
durum, calismada elde edilen fizyolojik verilerle de gosterilmistir; Bezostaja, Tosunbey'e
kiyasla, kurakliga karsi daha dayanikli bir varyetedir. Ayrica Bezostaja'min toplam Kkuru
agirlik degerleri, kuraklik baskisindan bagimsiz olmak tizere, Tosunbey'den yiiksektir.

Li ve arkadaglar1 calismalarinda kuraklik tolerans1 daha yiiksek olan 2 arpa cesidinde
kuraklik stresine bagli olarak klorofil iceriginin %10,7 ve %1,6 oraninda azaldigini, kurakliga
kars1 daha hassas olan diger 2 arpa cesidinde ise kuraklik stresine bagli olarak klorofil
iceriginin %31,3 ve %30,1 oraninda azaldigin tespit etmislerdir (Li ve ark., 2006). Diger bir
caligmada Rehman 2016 yilinda tarla kosullarinda 50 ekmeklik bugday cesidi tizerinde 10
giinliik kuraklik stresi uygulamasi gergeklestirmistir. Toprak nem oranini1 %25 olacak sekilde
sulamayr durdurmus ve toprakta kuraklik olusumunu saglamistir. Calismada klorofil

iceriginin Ol¢imii yapilmis ve kuraklik stresi asamasindaki bugdaylarda toplam klorofil
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miktarinda %43°lik bir artma oldugu tespit edilmistir (Rehman ve ark., 2016). Tez
calismasinda Tosunbey ve Bezostaja klorofil igeriklerinde kurakliga maruz kalan bugday
cesitlerinin her ikisinde de klorofil pigmentlerinden klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinda
kontrole kiyasla %15-%35 oraninda istatistiki olarak anlamli sayilabilecek bir artis oldugu
tespit edilmistir. Bu yoOniiyle sonuglar, literatiirdeki benzer calismalarin sonuglariyla
parallelik gostermektedir.

Bitkiler uzun kuraklik dénemlerinde, siirekli su eksikliginde, diger cogu metabolik
yolakta oldugu gibi fotosentez mekanizmasinda da zarara ugramakta ve oOzellikle lipit
peroksidasyonu ve ROS olusumundaki yiikselme sebebiyle hem kloroplast yapisini, tilakoid
zarlar1 hem de klorofil pigmentlerini kaybetmektedir. Ancak, kisa siireli kuraklik
donemlerinde, 6zellikle kurakliga tolerant bugdaylarda, klorofil pigmentlerinin miktarlarinda
artig gerceklestirilerek normal/bazal metabolizmayi siirdiirmenin, kok-gévde-oranini optimal
aralikta tutmanin amaglandigi rapor edilmektedir (Ashfaq ve ark., 2016). Her iki varyete de,
yaklagik ayni oranlarda olmak {izere, spektrofotometrik yontemle o6lciilen klorofil
pigmentlerinde, artan kurakliga bagli ve iliskili olarak, artig gostermistir. TLC
uygulamalrinda elde edilen analiz sonuglar1 ayni tabloyu yansitmamaktadir. Ancak bazi
plakalarda lekelerin istliste binmis olmasi, yani tam ayrimin gergeklesmemesi yanlig-pozitif
ve/veya yanlis-negatif sonuglarin eldesine sebep olmus olabilir. Bu noktada,
spektrofotometrik dl¢iimlerin sonuglari kabul edilerek yorumda bulunulmustur. Ayrica, SDS-
PAGE analizlerinde, 6zellikle Bezostaja 6rneklerinde, %20 PEG uygulamasi ile olusturulan
yiiksek kuraklik baskisinin Rubisco Biiyiik ve Kiiciik altbirimlerinde artisa neden oldugu
gozlenmistir. Bu durum, gorece daha tolerant olan Bezostaja varyetesinin, klorofil
pigmentlerindeki artisa paralel sekilde, fotosentez metabolizmasini artiracak yonde bir
adaptasyon gerceklestirdigini isaret etmektedir.

Slama ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarin sonucunda kontrol grubu ve
kuraklik baskis1 altindaki grup arasindaki farklar incelendiginde, strese maruz kalmis
gruptaki bugdaylarda prolin miktarinda kontrol grubuna gore %86,9 ile %700 oranlarinda
artts oldugunu tespit etmislerdir (Slama ve ark., 2018). Gergeklestirilen analizler sonucuna
gore, test edilen bugdaylarda meydana gelen prolin birikiminin kurakliga bagli olarak
kontrole kiyasla %91-%98 oraninda istatistiki olarak ¢ok net ve degerli (p<0,05) bir artig

gosterdigi sonucuna varilmistir.
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Prolin kuraklik baskisinda artis gosteren bir biyobelirte¢ olarak kullanilmistir. Her iki
varyetede de %20 PEG uygulamasi ile olusturulan asir1 kuraklik kosullarinda oldukca biiyiik
artis gostermistir. Ancak benzer bir artis, %5 ve %10 PEG uygulamalarindan
gozlemlenmemistir. Bu durum, asirt kuraklik kosullarinda devreye giren prolin
mekanizmasinin bir sonucu olarak degerlendirilmistir.

Sharma ve Dubey tarafindan 2005 yilinda yiiriitiilen calismanin sonucuna gore
kuraklik stresinin daha fazla uygulandigi piring c¢esidinde kuraklik stresinin daha az
uygulandigi piring ¢esidine gore toplam tiyol havuzu ve glutatyon konsantrasyonunda %20 -
38 oraninda bir azalma oldugu goézlemlenmistir. Literatiirdeki bu calismaya benzer sekilde
yiiriitiilen tez projemizde bugdayda kuraklik stresine bagl olarak GSH seviyesinde Bezostaja
bugday c¢esidi i¢in %5, %10 ve %20’lik PEG uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore sirasi
ile %37, %29 ve %32 oraninda istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir azalma meydana geldigi
bulunmustur. Tosunbey bugday cesidi icin ise gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir
sonu¢ bulunamamastir.

Koji¢ ve arkadaglarinin 2012 yilindaki ¢aligsmalarinin sonucunda her iki gruptaki misir
bitkilerinde GST aktivitesinin kurak kosullarda arttigi, kontrol grubunda kurak ortam
kosullarinda biiyliyen misirlarda GST aktivitesinin 255,5 ila 711,6 u/mg protein arttig1 ve
ATN’den etkilenmedigi sonucuna varmuslardir (Koji¢ ve ark., 2012). Bugdaylar {izerinde
yiiriitiilen bu ¢aligmada artan kuraklik stresine bagl olarak toplam GST enzim aktivitesinde
Bezostaja bugdayr i¢in kontrole kiyasla %35 oraninda bir artis, Tosunbey bugday1 i¢in
ortalama %350 oraninda artis tespit edilmistir. Literatiirde kuraklik stresine karst GST enzim
aktivitesindeki degisimin arastirildigi ¢alismalarin azligi ve bilime olan katkisinin kisith
olusu sebebi ile GST enzim aktivite deneylerine bu ¢alismada yer verilmistir. Bu tez, bu
nedenle ve ozellikle GSTT1-1 analizi sonuglariyla gelecekte yapilacak olan benzer
caligmalara yol gosterici nitelikte olacaktir.

Bugday varyetelerinde, gen seviyesindeki degisimler veya protein miktariyla ilgili
immunolojik ¢alismalar bulunmakla birlikte, tez calismasina konu edilen tiirlerde bu
sekildeki metotlarla GST'lerle ilgili ¢alismalar son derece azdir. Ustelik, enzim aktivitesi
Olgtimleri literatiirde gozlenmemistir. GSTT1-1 izozimine dair, bugdaylarda, herhangi bir
caligma ise tespit edilememistir. Oysaki GST enzimleri kuraklik da dahil olmak iizere, pek
cok abiyotik baski tiirtine karsi, bitkilerin devreye soktugu diren¢ mekanizmasinin 6nemli
iyeleridir. Cevresel baskinin yarattifi ROS'nin uzaklastirilmasinda Onemli gorevler

tistlenmektedirler. GST genlerinin transgenik yontemlerle artirildigi (over-expression)
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endiistriyel bitkilerde kuraklik baskisina karsi biiylik avantaj saglandigi rapor edilmektedir
(Kumar ve Trivedi, 2018) .

%20 PEG uygulamasinda, olgiilen toplam GST spesifik aktivitesi, tez c¢alismasinda
konu edilen iki varyeteden Bezostaja'da kontrole gore %35, Tosunbey'de ise %SPEG
uygulamasina gore %55 artis gostermistir. Diger bir ifadeyle, her iki varyete, asir1 kurak
kosullarda toplam GST aktivitelerini degisen oranlarda artirmislardir. Bu 6l¢iimlerde dikkat
ceken nokta, her iki varyetede de %5 PEG uygulamasinda, kontrole gore azalan bu enzim
aktivitesinin, benzer sekilde, her ikisinde de %10 PEG ve daha da fazla olmak tlizere %20
PEG uygulamalarinda yiikselmis olmasidir. Ayrica, tolerant varyete olan Bezostaja'da, tim
deneme gruplarinda, Tosunbey'den daha yiiksek spesifik aktivite degerleri hesaplanmistir.
Biitiin bu odl¢timlerle iliskili sekilde toplam tiyol miktarinda, ki toplam GSH havuzu i¢in bir
Ol¢ii olarak kullanilmaktadir, artan kuraklikla ters oranli sekilde bir degisim vardir. Kisaca,
toplam GST aktivitesinin arttigt uygulamalarda GSH havuzu kiigiilmiistiir. Hem artan
substrat ihtiyact hem de Ozellikle artan antioksidan ihtiyaci bu degisimleri aciklamaktadir.
Ustelik, toplam GST aktivitesi daha yiiksek olan tolerant Bezostaja'da toplam GSH havuzu
(8-12 mM/mg protein aralifindadir) Tosunbey'de olgiilenin (0,6-0,8 mM/mg protein
araligindadir) 10 katindan daha biiyiik olarak tespit edilmistir. Oniimiizdeki dénemde daha da
stk yasanacak kisa siireli ancak yogun kuraklik periyotlarinda hayatta kalabilme ve {iriin
degerini koruyabilme agisindan avantajli olacak varyetelerin se¢iminde GST aktivitesini
gorece daha hizli yiikseltebilenlerin, ve yine, GSH havuzu daha biiyiik olanlarin tercihi 6nem
arzedecektir.

GSTT1-1 aktiviteleri, artan kurakliga bagli olarak, her iki varyetede de azalmistir. Bu
enzimin toksin katabolizmasinda gorev aldigi ve kuraklik baskisi altinda gen seviyesinde bir
azalmanin (down-regulation) oldugu rapor edilmistir (Liao ve ark., 2018). Tez c¢aligmasinda,
bu sonuglar1 destekler sekilde, GSTT1-1 spesifik aktivite degerleri artan kuraklik baskisi ile
ters orantili sekilde diisiis gostermistir. Bu tiir bir degisim nedenine dair daha kapsaml
caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Tosunbey ve Bezostaja 6rneklem gruplari kullanilarak ve esit miktarda protein igerecek
sekilde uygulanan SDS-PAGE prosediirleri sonrasinda, en basarili jel goriintiisli iizerinde
protein kiime analizleri gergeklestirilmistir. UPGMA analizlerindeki amag, kuraklik
baskisinin ayni tiire ait protein profillerine ne derece bir degisiklik yarattigir ve bu degisimin
farkli PEG uygulalamalr1 arasinda nasil bir degisim deseni yarattifinin anlasilmasidir.
UPGMA filogramlari, ¢alismanin basinda tahmin edildigi gibi, orta ve yliksek kuraklik
uygulamalarinin (%10 PEG ve %20 PEG) ortaya ¢ikardigi protein profillerinin kontrol ve
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diisiik (0 ve %5 PEQG) kuraklik baskisinda izlenenden istatistiksel olarak farkli oldugunu her
iki varyete i¢in de ortaya koymustur. Daha ilging olan sonug ise, Bezostaja varyetesinin orta
ve yiiksek kuraklik sonucu igerdigi protein profillerinin hem ayn1 varyetenin kontrol ve %5
PEG uygulamalarindan, hem de diger varyetenin tiim 6rnekleminden farkli olmasidir. Bagka
bir deyisle, Bezostaja varyetesi kontrol ve %5 PEG oOrneklerinin protein profilleri ayni
varyetenin orta ve yiiksek kuraklik uygulanan orneklerinin profillerinden daha ¢ok
Tosunbey'in Orneklerindekine daha biiylik benzerlik gostermistir. Bu durum, tolerant
Bezostaja varyetesinin, orta ve yiiksek kurakliktan sakinmak i¢in protein profilinde ne denli
etkin bir degisiklige gittiginin de gostergesidir. Ancak kesin yargilarda bulunabilmek icin
daha kapsamli deneylerin yapilmasi gerekmektedir.

Yirittigiimiiz bu tez ¢alismasinda, farkli konsantrasyonlarda PEG 6000 uygulanan
iki cesit bugdayda fizyolojik ve kimyasal parametreler incelenmis ve kuraklik stresinin
bugdaylar iizerinde incelenen bu parametrelerde ne gibi bir degisiklige sebep oldugu
arastirilmistir.

Sonugta; bugdaylarda govde ve kok uzunluklarinda, yas ve kuru agirliklarinda, RWC
degerlerinde bulgular kisminda degindigimiz iizere ve beklenildigi sekilde kuraklik artisi ile
beraber azalmalar meydana gelmistir. GSH havuzunda Tosunbey bugdayinda yiiksek oranda
bir degisiklik kaydedilemezken Bezostaja bugdayinda GSH havuzunun daha yiiksek
olgiildiigli kaydedilmistir. GSH miktarlarinin ise kuraklifa bagli olarak azaldigi tespit
edilmigstir. Toplam GST enzim aktivitesinde kuraklik artisina bagli olarak her iki bugday
cesidinde de once bir diisiis ardindan artis oldugu belirlenmistir. Ancak GSTT1-1 enzim
aktivitesinde gozlemlenen diisiisiin dogrudan kurakliga bagh oldugu séylenemez. Klorofil ve
karotenoid miktarlarinda literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde ve beklenildigi tizere kisa
stireli kuraklik stresine bagli olarak artiglar goriilmiistiir. Prolin igeriginde ise net sekilde ve
yine beklenildigi gibi her iki ¢esitte de artis 6l¢iilmiistiir.

Calisma sonuglarinin, bu alanda ileride yapilacak olan c¢alismalara yol gdsterici
nitelikte olacagi diisiiniilmektedir. Daha fazla parametre ve daha fazla varyete dahil edilerek

analizlerin genisletilmesi onerilir.
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