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Kuraklik, tarimsal iiretimde verim ve kaliteyi dogrudan etkileyen abiyotik stres etmenlerinin
basinda gelmektedir. Bitkiler, stres kosullarina en az zarar gorecek sekilde bazi degisikliklerle
dayaniklilik gostermektedir. Bu calismada, kuraklik stresine karsi farkli tolerans kabiliyetine
sahip arpa genotiplerinin kuraklik stresi altinda gen ifade profilleri ile baz1 morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal degisiklikleri incelenmistir. Materyal olarak Tarm92, Avci2002, Misket,
Sayim40 ve Hordeum spontaneum genotipleri kullanilmistir. Kuraklik stresinin farkli giinlerinde
alinan 6rneklerle morfolojik (fide boyu, taze ve kuru agirhik), fizyolojik (yaprak turgur agirligi ve
yaprak klorofil igerigi) ve biyokimyasal (prolin igerigi) analizler gergeklestirilmis; HVAL, Dhn3,
HvSNAC1, HvCBF4, ve HSP17.8 genlerinin ifadeleri karsilagtirilmistir.

Elde edilen sonuglar, kurakligin siiresine, incelenen 6zellige ve genotiplere gore degisiklik
gostermistir. Artan kuraklik stresiyle beraber, 6zellikle toprak su kapasitesinin %20 ve %10
olarak 6l¢iildiigii zamanda morfolojik ve fizyolojik sonuglarda belirgin distisler gozlenirken,
prolin miktar1 ve belirlenen genlerin ifadelerinde artis gézlenmistir. Tarm92 ¢esidi kurakliga
toleranslt olarak ve Avci2002 ¢esidi ise hassas olarak belirlenmistir. Yine kuraklik stresine olan
cevaplar1 bakimindan, Misket ve Sayim40 cesitleri Tarm92 ¢esidine yakin sonuglar verirken,
Hordeum spontaneum genotipi Avci2002 ¢esidine benzer sonuglar vermistir. Bitkinin, kuraklik
stresine yanitinin karmagikligindan dolay1, morfolojik ve fizyolojik analiz sonuglarinin tek bagina
degerlendirilmesindeki zorluk, transkriptomik calismalarla birlikte verimli bitki se¢iminde
kolaylik ve dogruluk saglamasimin yaninda, bitki 1slahinda kullanilabilecek aday genlerin
tanimlanmasina yardimci olacaktir.

Eyliil 2023, 136 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Arpa (Hordeum vulgare L.), kuraklik stresi, Real-time PCR,
Transkriptom analizleri, gen ifadesi



ABSTRACT

Ph.D Thesis

INVESTIGATION OF STRESS AT THE LEVEL OF GENE EXPRESSION IN SOME
CULTURE (Hordeum vulgare L.) AND WILD (Hordeum spontaneum) BARLEY
GENOTYPES UNDER DROUGHT STRESS CONDITIONS

Elif YETILMEZER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

Drought is one of the abiotic stress factors that directly affect yield and quality in agricultural
production. Plants show resistance to stress conditions with some changes in a way to minimize
damage. In this study, gene expression profiles and some morphological, physiological and
biochemical changes of barley genotypes with different tolerance to drought stress were
investigated under drought stress. Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 and Hordeum
spontaneum genotypes were used as material. Morphological (seedling height, fresh and dry
weight), physiological (leaf turgor weight and leaf chlorophyll content) and biochemical (proline
content) analyses were performed on samples taken on different days of drought stress and the
expression of HVAL, Dhn3, HYSNAC1, HvCBF4, and HSP17.8 genes were compared.

The results obtained varied according to the duration of drought, traits and genotypes. With
increasing drought stress, especially when the soil water capacity was measured at 20% and 10%,
significant decreases were observed in morphological and physiological results, while the amount
of proline and the expression of the determined genes increased. Tarm92 variety was determined
as drought tolerant and Avci2002 variety was determined as sensitive. Again, in terms of their
response to drought stress, Misket and Sayim40 varieties gave similar results to Tarm92 variety,
while Hordeum spontaneum genotype gave similar results to Avci2002 variety. Due to the
complexity of the plant's response to drought stress, the difficulty in evaluating the results of
morphological and physiological analysis alone, together with transcriptomic studies, will help to
identify candidate genes that can be used in plant breeding, as well as providing ease and accuracy
in the selection of productive plants.
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1. GIRIS

Tarla bitkileri i¢inde tiretim miktar1 ve ekilis alan1 bakimindan ikinci sirada yer alan arpa
(Hordeum vulgare L.), yiiksek protein igerigine sahip, bugday, misir ve piring gibi
diinyanin en 6nemli tahil bitkilerinden biridir. Diger tahil iiriinlerine kiyasla arpa, kuru
kosullara daha uygundur ve genellikle yar1 kurak ve kurak bolgelerde yetistirilir. Ayrica
arpa, tuza en dayanikli tahil bitkisidir ve orta derecede tuza dayanikli bir iirlin olarak kabul

edilir (Akinwale vd. 2016, Alkharabsheh vd. 2021).

Tiirkiye’nin tiim bolgelerinde iiretimi yapilabilmektedir. TUIK 2022 raporuna gore, arpa
tiretimi 2021 yilinda 5 milyon 750 bin ton, 2022 yilinda %47,8’lik bir artigla 8,5 milyon
tona ylikselmistir. 2021-2022 piyasa donemi i¢in toplam tahil iirlinlerinin {iretiminde, yurt
i¢i tretimin yine yurt igindeki talebi karsilama derecesi %80,3 olarak gergeklesmistir.
Tarla bitkilerinde liretim agisindan yiiksek paya sahip bugdayin yeterlilik derecesi; durum
bugdayinda %151,8, diger bugdayda %79,9 olacak sekilde, genel bugday talep karsilama
derecesi %87,3 olarak belirtilmistir. Yem sanayisi i¢in dnemli olan arpanin yeterlilik
derecesi ise %66,8 olarak kaydedilmistir (TUIK 2023).

Bitkiler yasam ortamlariyla siirekli iligki halindedir ve bu yasam ortaminin olumsuz
yonde degismesi, bu degisime karst bitkinin adaptasyon eksikligi, bitkide stres
olusturmaktadir. Bitkiler stres olarak algiladiklar1 tiim ¢evresel etmenlere karsi cok sayida
ve farkli cevaplar gelistirerek yasamlarini siirdiirmeye c¢alismaktadir. Gelistirdikleri bu
cevap hiicresel agidan karmagik bir takim biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalari
icermektedir. Bu cevaplar, stresin ¢esidine ve derecesine, bitkinin fizyolojik ve genetiksel
ozelliklerine gore farklilik gdstermektedir. Boylece bitkiler bu cevaplar ile ortama

adaptasyon saglayarak hayatta kalmaktadir (Kuromori vd. 2022).

Stres faktorleri ile bitkiler yasamlar: boyunca ¢ok kez karsilasmaktadir. Bu faktorler
biyotik ve abiyotik (fizikokimyasal) olarak gruplandirilabilir (Levitt 1980). Biyotik
faktorler, bazi bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizma kaynakli olusurken; abiyotik
faktorler ise sicaklik, su, radyasyon ve mekanik etkilerle olusan ¢evre faktorleridir (Kaur

vd. 2022).



Bitkilerin  biyokiitlesinin yaklagik %80-95'1 sudan olugsmaktadir. Su, bitki
biiyiimesi/gelisimi ve bitki metabolizmasinin bir¢ok yonii dahil olmak iizere cesitli
fizyolojik siireglerde hayati bir rol oynamaktadir (Brodersen vd. 2019). Kuraklik, yagisin
diizensiz dagilimi, evapotranspirasyon ve rizosfer ¢evresindeki su tutma kapasitesi gibi
cesitli faktorlere baglhdir ve bitki verimliligini etkileyen en ciddi g¢evresel streslerden
biridir. Su kaynaklarinin tilkenmesi ve diinya niifusundaki hizli artigla birlikte artan gida
talebi, tarim faaliyetlerini de etkilemektedir (Passioura ve Angus 2010, DeVincentis vd.
2021).

Kuraklik stresi kosullari altinda bitkilerin molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik
ve ekolojik ozellikleri ve siiregleri bozulmaktadir. Su eksikligi olan ortamlarda bitki
verimi ve Kkalitesi olumsuz etkilenmektedir. Biiylime evreleri, yas, bitki tiirleri, kuraklik
siddeti ve siiresi bitkilerin kuraklifa karsi tepkilerini etkileyen temel faktorlerdir.
Kurakliga kars1 diren¢ mekanizmast da bitki tiirleri arasinda farklilik gostermektedir.
Dahasi, kurakliga karsi bitkinin tepkisi, diger kuraklik stresi olaylarimin onceki
olusumuna ve yogunluguna ayrica diger streslerin varligma baglidir (Thomason ve
Battaglia 2020). Bu nedenle bitkiler, kaynak kullanimlarini azaltmak ve kuraklik gibi
olumsuz ¢evresel kosullarla basa ¢cikmak i¢in metabolizmalarini ayarlama yetenegine

sahiptir (Gupta vd. 2020).

Su kitligi meydana geldiginde, yapraklardan terleme yoluyla su kaybi orani, kuru
ortamlarda kokler yoluyla su alim oranin1 agmaktadir. Kokler genisleyerek daha fazla su
almaya c¢alisir ve bu da sonugcta bitkileri su agig1 oldugunda stomatal su kaybini en aza
indirecek sekilde adapte eder ve stomalar kapanir (Goche vd. 2020). Bitkilerdeki tipik
kuraklik stresi belirtileri arasinda yapraklarin kivrilmasi, sararmasi, kurumasi ve kalici
solgunluk yer almaktadir (Corso vd. 2020). Iyon tasimimi, transkripsiyon faktorii
aktiviteleri ve absisik asit (ABA) sinyali yoluyla bitkilerin stoma regiilasyonu da
bitkilerin kuraklik stresine verdigi tepkilerin i¢inde yer almaktadir (Kumar vd. 2019,
Prakash vd. 2019, Muhammad Aslam vd. 2022).

Bitki biiylimesi ve su mevcudiyeti arasinda gii¢lii bir korelasyon vardir ¢ilinkii hiicre

biiylimesi, hiicre bdliinmesine kiyasla su eksikliginden daha fazla etkilenmektedir. Bu



kosullar altinda, hiicre duvar1 genisleyebilirliginin ve turgorun azalmasinin bir sonucu
olarak bitkilerin biiylimesi engellenir (Seleiman vd. 2021). Kuraklik kosullar1 siddetli
oldugunda solunum da azalabilir, ancak hafif stres altinda solunumda artislar
gozlenmistir. Su acigiyla basa ¢ikmak icin, stres altindaki bitkilerin ozmotik ayari, kok
ve yapraklarin seker igerigindeki artisla korunur ve ge¢miste kuraklik stresine maruz
kalan bitkilerde siirglinlere kiyasla koklerde nispeten daha fazla biiylime gozlenmistir

(Miranda vd. 2021).

Sekil 1.1°de kuraklik stresinin bitkiler iizerindeki morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
etkileri gosterilmistir. Sinyal iletiminde yer alanlar gibi molekiiler diizeyde ¢esitli aglar

da kuraklik stresine karst bu tepkilerin gelistirilmesinden sorumludur (Zandalinas vd.

2020).

Su Stresinin Bitki Performansi1 Uzerine Etkileri

Morfolojik
Degisiklikler

-Bitki boyunda kisalma/
uzamayi sinirlama
-Erken yaslanma
-Yaprak omriinde kisalma
-Yaprak alanim diisiirme/
biiyiimeyi sinirlama/
kivrilma
-Yaprak renginde ve
sayisinda degisiklik
-Yaprak tiiyltligi/
mumsu yap1
-Stoma pozisyonunda ve
sayisinda degisiklik
-Kok ¢ekim oranini
arttirmak i¢in kokte
degisiklikler
(uzama/genisleme)

Fizyolojik Degisiklikler

-Stomanin kapanmasi/
iletkenliginde azalma
-Fotosentezin durmasi
-Oksidatif streste artis
-Hiicre duvar biitiinliigiinde
degisim
-Bitki bliylimesinin durmasi
-Prolin birikimi
-Hiicredeki Co, miktarinda
diisme
-Su kullanim verimliligini
(WUE) arttirma
-Yaprak bagil su iceriginde
(RWC) diisme
-Translokasyonun ve
asimilasyonun durmasi
-I¢ sicaklikta artis
-Transpirasyon oraninda
diisme

Biyokimyasal
Degisiklikler

-Rubisko enziminin
etkisinde azalma
-Fotokimyasal etkilesimde
diisme
-ROS iiretimi
-Oksidatif hasar
-Antioksidan savunma
sistem aktivasyonu
-ABA (Absisik asit)
uretimi
-ABA birikimi
-Klorofil igeriginde diisme
-Prolin birikimi
-Polyamin tiretimi
-Karbonhidrat {iretimi
-Antioksidatif enzim artisi

Sekil 1.1 Kuraklik stresinin bitkideki etkileri (Seleiman vd. 2019)



Bitkiler kuraklik stresi altinda hiicrelerinde ozmolit denen ve hiicrede turgor dengesinin
korunmasini saglayan ¢oziiniir maddeler sentezlemektedir (Serraj ve Sinclair 2002).
Bunlar asparajin, prolin ve glisin gibi serbest amino asitler, betain, organik asitler ve
karbonhidratlar gibi farkli gruplardan olusabilmektedir. Bu metabolitler su potansiyelini,
hiicre turgorunun korunmasini, ozmotik ayarlamayi, hayatta kalmay1 korur, kuraklik
altinda proteinleri ve membran lipit ¢ift katmanli yapilarini stabilize ederek normal
fizyolojik siireglerin korunmasina yardimci olmaktadir (Krasensky ve Jonak 2012, M.
Aslam vd. 2022).

Kurak kosullar basladiginda ilk biriken serbest amino asit prolindir. Bu yiizden bitkinin
su stresine girdigini gosteren bir referanstir. Prolin, hiicrede lipit oksidasyonunu
engellemek, protein yapilarini korumak, sinyal iletimi ve mitokondri fonksiyonlarini
diizenlemek, hiicre boliinmesi veya 6liimii, gen anlatim seviyelerinin diizenlenmesi gibi

temel birgok goéreve sahiptir (Liang vd. 2013, Kaur ve Asthir 2015).

Bitkinin kuraklik stresi altinda olusturdugu hiicresel cevap, bir¢ok biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmay1 icermektedir. Kurak stresi toleransi ile ilgili molekiiler kontrol
mekanizmalarinin  aydinlatilmas1 stres ile iligkili spesifik genlerin ifadesine
dayanmaktadir (Wang vd. 2003, Bhargava ve Sawant 2013). Stres yolaklarinda rol alan
bu genler temel olarak;

1. Sinyal kaskadlarinda ve transkripsiyonel kontrolde rol alan genler; MYC, MAP kinaz,
SOS kinaz (Zhu 2001), fosfolipazlar (Frank vd. 2000) ve HSF, CBF/DREB,
ABF/ABAE (Choi vd. 2000, Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 2007).

2. Membranlarin ve proteinlerin korunmasinda dogrudan fonksiyonu olan genler; Is1 sok
proteinleri ve saperonlar, LEA proteinleri (Bray 2000), osmoprotektanlar ve serbest
radikal uzaklastiricilar.

3. Su ve iyon alim1 ve taginmasinda rol alan proteinler; akuaporin ve iyon tasiyicilari

(Blumwald 2000) olmak iizere gruplandiriimaktadir.



Strese toleransta etkili aday genlerin tanimlanmasi, stres yolaklarinda bulunan genlerin
strese cevap ifadeleri ve stres adaptasyonundaki rolleri arastirilarak, strese toleransl
biyoteknolojik iiriinlerin gelistirilmesi i¢in arastirmalar stirdiiriilmektedir. Ayni1 zamanda
bu c¢alismalarla birlikte bitki tlirlerinin yayilig alanlar1 ve bu smirlarin nasil olustugu
anlasilmakta, bitkilerin verimliligini arttiracak calismalara hiz kazandirilmakta ve bitki

metabolizmasi hakkinda bilgilere ulasilmaktadir (Biiyiik vd. 2012).

Kurakliga tolerans bakimindan tarimsal iiretimde kullanilan bitkilerin dogal
genotiplerinin de dahil edildigi calismalara ihtiya¢ vardir. Baslangigta gen, protein,
metabolit diizeyindeki incelemeler, suan yerini hiicre toleransini belirlemede toplu
yaklasimlar sunan transkriptom, proteom ve metabolom gibi fonksiyonel genom bilimine
birakmistir. Yapilan ¢aligmalar, yabani genotipler ile 1slah edilmis akrabalar1 arasinda
genomik DNA seviyesinde farkliliklar olustugunu ortaya koymaktadir. Bu farkliliklarin
anlasilabilmesi ve yabani genotiplerin kurakliga dayanikliligini saglayan faktorlerin
ortaya konulabilmesi i¢in karsilastirmali genomik veya karsilagtirmali transkriptomik
yaklagimlarmin kullanilmasi1 gerekmektedir. Kuraklik toleransinin temellerini anlamak
icin transkriptomik, proteomik, metabolomik ve biyoinformatik gibi “omik”
yaklasimlarin kullanildig1 daha fazla karsilastirmali analizlerin yapilmasina ihtiyag vardir

(Dolferus 2014, Oztiirk 2015).

Bu proje ile, 1slah programi ve tarla gozlemlerine gore belirlenen 5 arpa genotipinin
kuraklik stresi etkisinde bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal analizlerle elde
edilen verileri ve bazi kuraklik stres genlerine ait ifade diizeyleri karsilastirilarak, 1slah
programlari i¢in veri olusturmasi ve yine bu programlara multidisipliner yaklasimlarla

molekiiler tekniklerin dahil edilmesi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Arpa (Hordeum L.)

Ilk kiiltire alinan bitkilerinden biri olan Hordeum vulgare, Kapali Tohumlular

(Magnoliophyta) boliimiiniin, Tek Cenekliler (Liliopsida) smifinin, Bugdaygiller
(Poaceae) familyasinin, Hordeum cinsine aittir (USDA 2022). POWO (2023)’e gore

Hordeum cinsine ait kabul edilen tiir isimleri ¢izelge 2.1°de belirtilmistir.

Alem :Plantae

Sube :Magnoliophyta
Sinif :Liliopsida
Takim  :Poales

Familya :Poaceae

Cins ‘Hordeum

Cizelge 2.1 Hordeum cinsine ait tiirler

Hordeum aegiceras
Hordeum arizonicum
Hordeum bogdanii
Hordeum brachyantherum
Hordeum brachyatherum
Hordeum brevisubulatum
Hordeum bulbosum L.
Hordeum californicum
Hordeum capense
Hordeum chilense
Hordeum comosum
Hordeum cordobense

Hordeum depressum

Hordeum distichon L.
Hordeum erectifolium
Hordeum euclaston
Hordeum flexuosum
Hordeum fuegianum
Hordeum guatemalense
Hordeum halophilum
Hordeum jubatum
Hordeum lechleri
Hordeum marinum
Hordeum murinum L.
Hordeum muticum

Hordeum parodii

Hordeum patagonicum
Hordeum procerum
Hordeum pubiflorum
Hordeum pusillum
Hordeum roshevitzii
Hordeum secalinum
Hordeum stenostachys
Hordeum tetraploidum
Hordeum spontaneum
Hordeum vulgare L.
Hordeum x jungblutii
Hordeum % lagunculciforme

Hordeum % pavisii
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https://en.wikipedia.org/wiki/Hordeum_lechleri
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https://en.wikipedia.org/wiki/Hordeum_chilense
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Yedi ¢ift kromozomlu tek yillik bir tahil olan arpanin, diploid tiirleri iki ve alt1 siral1 bagak
morfolojisine sahiptir. Diploid (2n = 2x = 14) arpa genomu, ¢ogu birden fazla kopya
halinde bulunan 39.000’den fazla protein kodlayan gen (Mascher vd. 2017) ile 5,1 Gb
(gigabaz) biiyiikliigiine sahiptir. Genomunun yaklasik %84 iiniin mobil elementlerden ve
tekrarlanan dizilerden olugmasi ise bir diger 6zelligidir (Gozukirmizi ve Karlik 2017).
Bitki patolojisi, bitki genetigi, bitki biyokimyasi, bitki fizyolojisi ve bitki
biyoteknolojisinde  deneysel bir model olusturmasit diploid 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Hordeum bulbosum, Hordeum jubatum, Hordeum murinum ve
Hordeum secalinum tiirleri tetraploit (tetraploid, 2n = 4x = 28) ve Hordeum nodosum tiirii
hekzaploid (2n = 6x = 42 hekzaploit) olarak raporlandirilmistir (Saisho ve Takeda 2011,
Harwood 2016).

Kisa yagsam dongiisii, kendine tozlasmasi, tek yillik bir bitki olmasi ve genomunun yedi
¢ift kromozomdan olugmasi, arpayr molekiiler calismalar i¢in 6nemli bir model bitki
yapmaktadir. Fizyolojik, morfolojik ve genetik agidan biiyiik ¢esitlilik géstermesi, genis
Olciide genetik stoklarin ve haritalarin bulunmasi ve kendi kendine dollenebilmesi
sayesinde ¢ok yonlii testlerin uygulanabilmesi, arpanin fizyolojik ve molekiiler ¢aligmalar
icin Onemini daha da arttirmaktadir. Bunun yam sira, yabani arpanin asir1 iklim
kosullarina uyum saglayabilme yetenegi ve heniiz aciga ¢ikmamis olast uyum yetenegi
gbz Oniine alindiginda, gelecekte arpanin germplazm kaynaklarina basvurularak bu

potansiyellerin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Forster vd. 2000).

Arpa insan beslenmesi igin kullanilsa da bugday ve piring tiiketiminin artmasiyla yem,
malt ve bira hammaddesi olarak kullanim1 yayginlasmistir. Arpanin diinyada kullanim
alanlan yaklasik %68’1 hayvan yemi, %21°1 sanayide ve %5’1 de gida iiretiminde,
tilkemizde ise %86’s1 yemlik, %14 maltlik olarak kullanilmaktadir (Konur ve Akgiin
2022). Gida endistrisinde ekmek, biskiivi, kraker, cay, bebek mamasi yapiminda
kullanilmaktadir. Arpada sindirilebilir lif oraninin yiiksek olmasi ve yiiksek B-glukan
icerdiginden dolayr bazi {ilkelerde arpa unu seklinde kullanimi artmis ve insan
beslenmesinde de onem kazanmistir (Baik ve Ullrich 2008, Ergun vd. 2012). Arpa
bilesiminde kuru maddede yaklasik olarak %52-72 nisasta, %9-14 protein ve nigasta



olmayan polisakkarit olmak iizere sirastyla %4-6 seliiloz/lignin, %3-6 B-glukan ve %4-7
arabinoksilan mevcuttur (Kéten vd. 2013).

2.2 Arpanin Kokeni ve Dagilinm

Bugday, misir, piring ve arpa antik caglardan beri hatta giinlimiize kadar uzanan en 6nemli
tahillardir. M.O. 8000 yil éncesine kadar uzanan arkeobotanik kanitlar, Bereketli Hilal
boyunca farkli yerlerde arpa tohumlarinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Dawson vd.
2015, Wang vd. 2016). Yabani bir ata olan Hordeum spontaneum MO 4500-3500 yillar:
arasinda Israil'den giineybat: Iran'a kadar uzanan bélgelerde bulunmustur (Badr vd.
2000). Ancak, diger raporlar arpanin merkezinin Fas, Etiyopya ve Himalayalar oldugunu
gostermistir (Molina-Cano vd. 1999). Arpa ayrica Etiyopya'dan Misir'a, oradan da
Yunanistan'dan Ozbekistan'a, Orta Asya’ya ve Hindistan’in bir kismima kadar uzandig1

bildirilmistir (Pankin vd. 2018, Britannica 2020).

Morfolojik o6zellikleri acisindan arpa iige ayrilabilir Birincisi, alti sirali bir tiir olan H.
vulgare'dir, bu tiiriin basaklar1 her iki tarafta gentikli ve her ¢entikte li¢ basakg¢iklidir.
Ikincisi H. distichum iki siral1 bir tiirdiir ve bu, verimli taneler iireten merkezi ciceklere
sahiptir, yan ¢icekleri ise kisirdir. Son olarak en az yetistirilen arpa tiirii olan H. irregulare
ayn1 zamanda verimli merkezi ¢iceklere sahip olup bazi varyetelerinde kisir ve verimli
yan ¢icekleri bulunmaktadir (Zhou 2009). Alti sirali arpalar, Tibet’in (giiniimiizdeki Cin)
giineyinden Pakistan’in kuzeyine kadar oradan Hindistan ve Nepal’e kadar yayilmistir
(Zeng vd. 2018). Arpanin kokeni ve kiiltiire alinmasini arastiran ¢ok sayida c¢alisma
olmasma ragmen, en yaygin ve kabul edilebilir yontem genetik ve kromozomal
arastirmalara dayanmaktadir. Genetik ve kromozomal arastirmalar sonucunda,
arastirmacilar arpanin olas1 kokeninin Orta Dogu’da Bereketli Hilal civarinda oldugunu

vurgulamiglardir ( Zeng vd. 2018, Britannica 2020).



2.3 Arpanin Ekonomik Onemi

Cevre sartlarina adapte olma yetenegiyle genis bir cografyada iiretilen arpa, genel olarak
hayvan beslenmesi ve malt yapiminda tiiketilmektedir. USDA (2022) verilerine gore
diinya lizerinde 2020/21 sezonunda yaklasik 51 milyon hektar (ha) alanda 159 milyon ton
arpa liretimi gerceklesmistir. AB, 2020/21°de diinya arpa ekim alanlar1 ve {iretiminde ilk
siray1 almistir. TUIK (2022) verilerine gore; arpa, Tiirkiye’de 2021 yili itibartyla yaklasik
3,2 milyon ha alanda 5,75 milyon ton iiretime ve ortalama 181 kg/da verime sahiptir.
Tiirkiye’ nin arpa iiretimine bakildiginda, iiretimin yaklasik %70-80’lik kismi1 kurak ve
yar1 kurak alanlarda gergeklesmektedir. Bu durum tane verimi ve iiriin kalitesi tizerinde
olumsuz etki yaratmaktadir. Ancak; arpa diger tahillara nazaran sinirli su kosullarina karsi
dayanmiklilik gostermektedir. Tiirkiye’de arpa iiretiminin yagisa dayali kosullarda
gerceklesmesi, degisik cevresel ve iklimsel kosullara uyum saglayan cesitlerin

kullanilmasii gerektirmektedir (Aktas 2017, Egilmez 2022).

Arpa liretimimiz, tiiketimimizi karsilamakla beraber baz1 yillar yasanan kuraklik ve kalite
sorunlart nedeniyle ithalat yapilmaktadir (Egilmez 2022). Farkli tiikketim alanlari olan
arpadan beklenilen tane kalitesi kavrami da farkliliklar gdsterebilmektedir. Ozellikle
hayvan yemi teminindeki yetersizlikler ve kaliteli {iriine olan ihtiyag, arpa tariminin
Oonemini daha da artirmaktadir. Tiirkiye’de genel olarak arazilerin parcali olusu, kiiltiirel
uygulama eksiklikleri, bilingsiz giibreleme ile uygun olmayan ¢esit se¢imi gibi etkenler
nedeniyle arpa verimi diigmektedir. Bunlara ek olarak agroekolojik bdlgelerin varligi,
kuraklik, yatma problemi, diger biyotik ve abiyotik stres faktorleri arpa tizerinde 1slah
calismalarmin devam etmesini zorunlu kilmaktadir. Uretim artigin1 saglayabilmek igin
yiiksek verimli, yetistirme sartlarina uygun, hastalik ve zararlilara karsi dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Dirik vd. 2022). Yine iilkemizde her bolgeye
Onerilen yeni ¢esitlerin belirlenmesi ¢caligmalar1 arpa iiretiminde ve kalitesinde dnemli bir
artis saglanabilecegi gibi, ithalatin azaltilmasi ile ekonomiye de katki saglanacaktir

(Konur ve Akgiin 2022).



2.3.1 Diinya’da arpa iiretimi ve durumu

Diinya arpa ekim alanlar1 2020/21°de yaklasik 51,4 milyon ha olarak gergeklesmistir.

Ekim alanlarinin 2021/22 sezonunda ise yaklasik 48,6 milyon hektar ile bir onceki

doneme gore %5,4 daraldig1 tahmin edilmektedir (Cizelge 2.2). Bu durumun; Avustralya,

AB, Kazakistan, Rusya ve Tiirkiye’deki ekim alanlarinin azalmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir. Ekim alanlarinin 2022/23 iiretim sezonunda ise yaklasik 47,9 milyon
ha olacagi ongoriilmektedir (USDA 2022).

Cizelge 2.2 Diinya arpa ekim alani, liretimi ve verimi

Yillar Ekim alani (bin ha) Uretim (bin ton) Verim (ton/ha)
2018/19 48.858 139.623 2,9
2019/20 52.614 158.376 3,0
2020/21 51.374 159.408 3,1
2021/221 48.589 145.079 3,0
2022/232 47.863 145.526 3,0
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2.3.2 Tiirkiye’de arpa iiretimi ve durumu

Tiirkiye’nin arpa ekim alanlart 2021 yilinda 2020 yilina gore yaklasik %2,3 artis
gostermektedir. Tiirkiye nin toplam 2021 y1l1 arpa tiretimi ise bir onceki yila gore %30,7
azalarak yaklasik 5,8 milyon ton olmustur. Verime bakildiginda, 2021°de verim bir

onceki yila gore yaklasik %32,5 diiserek 181 kg/da olmustur (Cizelge 2.3) (TUIK 2022).

Cizelge 2.3 Tiirkiye arpa ekim alani, iiretim ve verimi

Yillar Ekim alani (bin da) Uretim (bin ton) Verim (kg/da)
2017 24.247 7.100 293
2018 26.119 7.000 268
2019 28.690 7.600 265
2020 30.972 8.300 268
2021 31.691 5.750 181
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Tiirkiye’nin 2021 y1l1 arpa iiretiminin %95,7°lik kismin1 diger arpa iiretimi, geriye kalan
%4,3’1liik kismini ise biralik arpa iiretimi karsilamaktadir. Tiirkiye’nin 2021 yili biralik
arpa tiretimi bir 6nceki yila gore %58,3 oraninda azalmisken, diger arpa liretimi ise %28,6
oraninda azalmistir. Ayrica hem biralik arpa hem de diger arpa {iretiminin son 5 yilda en
diisiik oldugu yilin 2021 yili oldugu goriilmektedir. Tiirkiye’de 2021 yilmin kurak
gecmesi ve arpa ekim alanlarinin daralmasi biralik arpa ve diger arpa tiretiminin

azalmasina yol agmistir (Egilmez 2022).
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2.4 Tez Cahsmasinda Kullanilan Arpa Cesitlerinin Ozellikleri

Tez kapsaminda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan tescillenen 4 ¢esit,

Tarm92, Avci-2002, Misket ve Sayim; yabani olarak se¢ilen Hordeum spontaneum

genotipi kullanilmustir. Tescilli gesitlerin 6zellikleri asagida belirtildigi gibidir (Cizelge

2.4),

Cizelge 2.4 Tez calismasinda kullanilan ¢esitlerin 6zellikleri

TARM92 AVCI2002 MISKET SAYIM40
Iki Strali- Yemlik | Alt1 Sirali- Iki Strali- Yemlik | iki Sirali- Yemlik
Arpa Yemlik Arpa Arpa Arpa
Tescil Yili 1992 2002 2020 2021
Cesit Sahibi Tarla Bitkileri Tarla Bitkileri Tarla Bitkileri Tarla Bitkileri
Kurulus Merkez Arastirma | Merkez Aragtirma | Merkez Arastirma | Merkez Arastirma
Enstitiisii Enstitiisii Enstitiisii Enstitiisii
Morfolojik 2 siral, kilgikli, 6 sirali, kilgikls, 2 sirali, kilgikls, 2 sirali, kilgikls,
Ozellikleri uzun basakli, orta ve uzun uzun basakli, orta-uzun basakli,
kavuzlu-beyaz basakli, beyaz beyaz taneli, genis | beyaz taneli ve
daneli, ince uzun | homojen daneli, uzun yaprakli ve orta boylu bir
yaprakli, bitki genis koyu orta boylu bir cesittir.
boyu 90-100 yaprakli, 95-105 gesittir.
cm’dir. cm bitki
boyundadir.
Tarimsal Alternatif gelisme | Kiglik, yatmaya Kislik gelisme Kislik gelisme
Ozellikleri tabiatinda, dayanikli, suya ve | tabiatinda, saglam | tabiatinda, saglam
yatmaya azota tepkisi gok sapli ve yatmaya sapli ve yatmaya
dayanikli, kurak iyi, yiiksek dayanikli, dayanikli, cok
ve mikro element | kardeslenme ve kardeslenme yiiksek
(Cinko ve Bor) biyolojik verime kapasitesi yiiksek, | kardeslenme
toksisitesine sahip, orta-gec¢i, | suya ve azota kapasitesine sahip,
toleransli, basak kiriliciligt tepkisi iyi, es suya ve azota
kardeslenme olmayan ve kolay | zamanh tepkisi iyi, es
kapasitesi yiiksek, | harmanlanabilir olgunlagsmaya zamanl
ekim ndbetinde en | bir gesittir. sahip, basaklanma | olgunlagsmaya
istikrarli, orta- zamani orta, basak | sahip, bagaklanma
erkenci, basak kiriliciligt zamani orta, bagak
kirtlicilig yok ve olmayan ve kolay | kiriliciligt
kolay harmanlanabilen, olmayan ve kolay
harmanlanabilir yiiksek verimli ve | harmanlanabilen,
bir gesittir. genis adaptasyon cok ytiksek verimli
kabiliyetine sahip | ve genis
bir gesittir. adaptasyon
kabiliyetine sahip
bir ¢esittir.
Verim Kuru kosullarda Destek sulu Kuru kosullarda Kuru kosullarda
Ozellikleri 350-450 kg/da kosullarda 450- 410-540 kg/da 488-741 kg/da
600 kg/da
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Cizelge 2.4 Tez ¢alismasinda kullanilan gesitlerin 6zellikleri (devam)

15 Ekim tarihleri
arasi

Ekim derinligi: 4-
5cm

Giibreleme:
Toprak analizine
gore tavsiye
edilen miktar
kullanilmalidir.

15 Ekim tarihleri
arasl

Ekim derinligi: 4-
5cm

Giibreleme:
Toprak analizine
gore tavsiye
edilen miktar
kullanilmalidir.

arasi
Ekim derinligi: 4-5
cm

Giibreleme:
Toprak analizine
gore tavsiye edilen
miktar
kullanilmalidir.

TARM92 AVCI2002 MISKET SAYIMA40
Teknolojik 1000 dane agirligi | 1000 dane agirligi | 1000 tane agirlig 1000 tane agirhig
Ozellikleri 40-45 g; Protein 38-40 g; Protein 33.8-42.7 g, 39.0-42.3 g,
orani %10-12; oran1 %9-11; Elek | protein orani protein orant
Elek tistli (2,5 mm | iistiil (2,5 mm <) %11.4-16.2, %13.4-14.2,
<) % 85ve % 80-85 (sulu hektolitre agirhigir | hektolitre agirligt
biyolojik degeri sartlarda) 61.0-62.5 kg/hl, 63.4-70.8 kg/hl,
orta (% 74,9) 2.8-2.5 mm elek 2.8-2.5 mm elek
istli degeri %49.5- | iistii degeri %48.2-
72.1 arasinda 69.0 arasinda
degismektedir. degismektedir.
Hastalik Arpa yaprak Arpa yaprak Arpa yaprak lekesi | Arpa yaprak lekesi
Durumu lekesi ve arpa lekesi, arpa ¢izgili | ve arpa ¢izgili ve arpa ¢izgili
cizgili yaprak yaprak lekesi ve yaprak lekesi yaprak lekesi
lekesi kar kiifu hastaliklarina kars1 | hastaliklarina karsi
hastaliklarina orta | hastaliklarina orta dayaniklidir. orta dayaniklidir.
dayaniklidir. dayaniklidir.
Tavsiye Edilen | Ic Anadolu ve I¢ Anadolu, Gegit | I¢c Anadolu ve I¢ Anadolu ve
Bolgeler Gegit Bolgelerinin | ve Dogu Anadolu | Gegit Bolgelerinin | Gegit Bolgelerinin
yari taban ve kirag | Bolgesinin yiikksek | yari taban ve kirag | yari taban ve kirag
alanlarina tavsiye | alanlarinin alanlarina tavsiye | alanlarina tavsiye
edilir taban/yar1 taban edilir. edilir.
ve destek sulama
yapilan alanlarina
yalin ve fig ile
karigimlarda
tavsiye edilir.
Cesidin Tohumluk Tohumluk Tohumluk miktar1: | Tohumluk miktari:
yetistirilmesi ile | miktari: 20-22 miktart: 20-22 20-22 kg/da 20-22 kg/da
ilgili baz1 kg/da sertifikali kg/da sertifikall sertifikali tohum sertifikali tohum
oOneriler: tohum tohum Ekim zamani: 1-15 | Ekim zamant: 1-15
Ekim zamani: 1- Ekim zamani: 1- Ekim tarihleri Ekim tarihleri

arasi
Ekim derinligi: 4-5
cm

Giibreleme:
Toprak analizine
gore tavsiye edilen
miktar
kullanilmalidir.

2.5 Bitkilerde Stres

Canli varliklarin, hayatlarmi stirdiirebilmeleri ve ihtiyaglarini giderebilmeleri icin

diinyada olup biten her seye kars1 vermis olduklari tepkiler stres olarak tanimlanmaktadir.

Hayatin kaginilmaz bir pargasi olan stres kelimesi Latince “estrictia” fiilinden tliremistir.

Stresi fiziksel ve biyolojik stres olarak ele alacak olursak; fiziksel stres, herhangi bir

nesneye uygulanan kuvvete karsi nesnenin boyutunda meydana gelen degisim olarak
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ifade edilmektedir. Biyolojik stres ise bitkilerin yasam alanlarina ¢evre kosullarina bagh
olarak meydana gelen degisimlerden dolay1 bitkinin gelisim ve biiylimesinin olumsuz
yonde etkilenmesi olarak ifade edilmektedir (Levitt 1980). Strese karsi meydana gelen
tepkiler ve buna bagli olarak olusan degisimler gecici olabilecegi gibi geri dondiiriilemez
etkilere de neden olabilmektedir. Stres kelimesi her ne kadar olumsuz ve zararl bir etki
olarak karsimiza ¢iksa da kontrol edilebilir durumlarda olumlu ve iyilestirici 6zelligi daha

da iyi seviyelere ¢ikarabilme 6zelligi bulunmaktadir (Giil 2022).

Bitkiler biiyiiyiip gelisebilmek i¢in bir takim icsel ve digsal olaylarin etkisi altindadirlar.
Bir bitkinin biiyliyebilmesi i¢in uygun ¢evre sartlarina ihtiya¢ vardir. Diinyadaki yasam
dongiisiiniin devamliligr i¢in dogal yasamin canli hayatinda énemli bir yere sahip olan
bitkiler uygun yetisme ortamlarina ragmen bulunduklari ¢evrenin birtakim olumsuz
etkilerine maruz kalabilmektedir. Bitkilerin biiylime, gelisim, meyve olusumu gibi
yasamsal faaliyetlerini yerine getirebilmesini saglayan ¢evre sartlarinda meydana gelen
degisimler bitkinin yagsamsal dongiislinii zayiflatmakta ve bitkilerde stres olayini
meydana getirmektedir (Giirel ve Avcioglu 2001). Bitkilerin maruz kaldig: strese karst
vermis oldugu morfolojik, fenolojik anatomik ve metabolik tepkiler diinyanin
varolusundan bugiine dogal seleksiyonun ortaya ¢ikmasi ile cevresel stres faktorleri

onemli hale gelmistir (Gaspar vd. 2002).

Bitkiler iizerinde biiyiik bir etkisi olan stresin siiresi ve siddeti diger etkenler gibi oldukca
onemlidir. Bitki ilizerinde meydana gelen stresin siddeti ve siiresi arttik¢a bitkinin
dayanim giicii azalmaktadir. Stres, bitkinin dayanabilecegi sinirin iistiine ¢iktiginda fiziki
olarak goriilmeyen zararlar artik gozle goriilebilir hale gelir ve doniisii olmayan zararlar
ortaya ¢ikar. Bitkiler {izerinde meydana gelen strese bagli zararlar bitkinin tiiriine, tolere
edebilme ve adaptasyon yetenegine bagli olarak degistigi goz Oniine alindiginda
bitkilerde stres olaymin aydinlatilmasi ve bitkilerin bulundugu ortamdaki stresi bertaraf

edebilecek tiir ve c¢esitlerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemli bir hale gelmektedir (Giil
2022).

Stres faktorleri ile bitkiler yasamlar1 boyunca ¢ok kez karsilasirlar. Bu faktorler biyotik
ve abiyotik (fizikokimyasal) olarak gruplandirilabilir (Levitt 1980). Sekil 2.3°de
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gosterildigi gibi, biyotik faktorler, bazi bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizma kaynakli

olusurken; abiyotik faktorler ise sicaklik, su, radyasyon ve mekanik etkilerle olusan ¢evre

faktorleridir (Biiyitk 2014).

Stres Faktorleri

Abiyvotik

Radyasyon
- Eksiklik
- Fazlalik
- UV Radyasyonu

Su

- Kuru Hava

- Kuru Toprak
- Don

Sicakhk
-1Is1

- Soguk

- Don

Mineraller
- Eksiklik / Fazlahik
- Dengesizlik

- Tuzluluk

- Agir metaller

- Asitlik

- Alkalinite

Mekanik Etkiler
- Rizgar

- Toprak Kimyasi

- Gomillme
- Kar ortisa
- Buz tabakas:

- Kalabalik
- Allelopati
- Parazitik bitkiler

Biyvotik

Bitkiler

Mikroorganizmalar
- Virisler
- Bakteriler
- Funguslar

Hayvvanlar

- Otlatma

-Cigneme

Antropogenik orijin
- Kirlenme

- Agrokimyasallar

- Toprak sikigmasi

- Yangmn

- lyonize radyasyon

- Elektromanyetik alanlar

Sekil 2.3 Cevresel stres faktorleri (Larcher 1995)

Bitkiler dogada birgok stres etmenine maruz kaldigi icin stres mekanizmalarinin

bilinmesi, dayanikli tiir ve ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok 6dnemlidir.

Bitkiler abiyotik strese karsi, genel acidan dort asamali bir cevap olustururlar (Kosova

vd. 2011). Bu asamalar,

1- Baglangi¢ alarm evresi
2- Aklimasyon evresi
3- Onarim evresi

4- Tikenme evresi
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Bitkilerin gevresel sartlarda gostermis oldugu yasam dongiisii Sekil 2.4’de gosterilmistir.
Buna gore, bitkilerin yasayabilecegi ortamlarda stressiz bir durum (standart) soz
konusuyken stresin olustugu ilk evrede bitkide alarm durumu devreye girerek yasamsal
dongiisiinde ani bir diisiis yasanarak yapisal ve fonksiyonel durumlarinda bozulmalar
olugsmakta ve bu durum ileri boyutlara ulastiginda hiicre yapisinda ani hasarlar meydana
gelmektedir (Kacar vd. 2002).

Stres yogunlugu bitkinin canliligin1 devam ettirebilecek seviyelerde sabit bir sekilde
kalirsa protein sentezi ve koruyucu maddeler yeniden sentezlenerek ortamda olusan
degisiklige (yiikseklik, sicaklik, nem gibi) uyum saglayarak performansini korumasina
izin veren ve aklimasyon olarak tanimlanan normal seviye i¢in onarim evresine

geecmektedir (Suzuki ve Mittler 2006).

Bu siirecte bitki ¢evrenin olumsuz sartlarina alisarak dayaniklilik kazanmaktadir. Uzun
stireli aklimasyonda, bitkiler bazi organlarin1 kaybetse de normallesme siirecinde
fazladan enerji harcayarak bitki kaybettigi organinin yerine yenisini olusturur.
Adaptasyon ve aklimasyon kelimesi ayni etkiyi gosterse de adaptasyon kelimesi
aklimasyon kelimesinden farkli bir terim olup bitkilerin ortamdaki olumsuz degisikliklere

kars1 dayanikliligini genetiksel dzelliklerinden aldigini ifade etmektedir.

Stres Yok Stres Diizelme

Alarm Aklimasyon Onarim Tiikenme

maksimum

A

veni standart

standart veni standart

/

Onarma

veni standart

Tolerans seviyesi

minimum

Akut hasar Kronik hasar

Stres siiresi

Sekil 2.4 Abiyotik strese kars1 bitki cevaplarinin genel dinamikleri (Korkmaz ve
Durmaz 2017)
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Onarim evresi boyunca stresin siiresinin uzamasi veya siddetinin artmasi durumunda bitki
tikenme sendromu durumuna girdiginden asamali olarak yeni standartlar olusturarak
siireci bertaraf etmeye ¢alisir. Tolerans sinirlari asildig: takdirde kalici hasarlar olusmaya
bagslar. Bitki bu siireci tolere edemeyecek duruma geldiginde kronik hasarlara bagli olarak
yagsamsal fonksiyonlar1 son bularak 6liim olay1 gergeklesir (Kosova vd. 2011). Stres
aninda bitkilerin gdstermis oldugu tepki siralamasi teorik olarak benimsenmis bir

yaklasim siralamasi olup her stres aninda boyle bir durum s6z konusu olmayabilir.

Biitiin bu evrelerden c¢ikarilacak sonug, bitkilerin stres aninda gostermis olduklari
direncin stresin tiirii, siiresi ve dozu ile dogrudan iliskili oldugudur. Bu nedenle stres
stirecleri siirekli degisim gosterdiginden bu kurallarin her zaman gegerli oldugu
soylenemez. Clinkii bu stres olaylar1 belirgin bir tan1 vermeden bitkilerde etkisini
gosterebilir. Ornegin; stres kosullarmin yiiksek oldugu sicak ¢éller, tuzlu topraklar, asiri
yiikksek daglar ve soguk yerlerde yetisen bitkilerin ortama iyi adapte oldugu ve bu
ortamlarda herhangi bir zarar gérmeden normal yetisme satlarinda biiyliyebildikleri
halde, ¢ogu bitkinin yasayabildigi stressiz sartlarda yasayamadig: bilinen bir gergektir. O
halde bu tarz bitkilerin streste oldugunu sdylememiz dogru bir yaklasim tarzi
olmayacaktir. Ciinkii bitkiler her stres kosullarina kars1 ayni tepkiyi vermediklerinden
dolay1 stres sartlarina adapte olmus bir bitkinin streste oldugunu sdylemek dogru olmaz

(Kacar vd. 2002).

Bitkiler bulunduklar1 ortamda meydana gelen ve yasamlarmi zora sokan stres
durumlarinda hayatta kalabilmek icin bir takim savunma mekanizmalar1 devreye
sokmaktadirlar. Bitkiler bu sartlar altinda yasamlarini siirdiirebilmek i¢in gelistirdikleri
savunma mekanizmasina “stres direnci” ya da “strese dayamklilik” olarak ifade
edilmektedir. Bitkilerin strese kars1 gostermis oldugu tepkiler tiimiiyle olabilecegi gibi
bazi organlari tarafindan da gergeklesebilir (Kadioilu 2004). Ornegin ¢olde yetisen
bitkiler asir1 sicaklardan dolay1 su kaybini en aza indire bilmek i¢in kiitin tabakalar1 kalin
ve ylizey hacimleri kiiclik, yaprak yiizeyleri tiiylii ve stomalar1 daha derinde, kokleri
derinlerdeki suya ulasabilecek kadar uzun olacak sekilde ortama karst dayanikli

olmaktadirlar.
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2.6 Kuraklik Stresi

Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore smiflandirildiginda
kuraklik stresi %26°lik pay ile en biiyiik dilimi igermektedir. Bunu %20 ile mineral stresi
ve %15 ile soguk ve don stresi takip etmektedir. Bunlarin disinda kalan diger tiim stresler
%29’luk bir pay alirken, yalnizca %10’luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz

kalmamaktadir (Oztiirk ve Sefaoglu 2022).

En onemli ve siddetli abiyotik streslerden kuraklik, mahsuliin fizyolojik biiyiimesini
azaltmanin yani sira verimi de diisiirmektedir. Ayrica, diinyadaki tarim arazilerinin %45'i
kuraklik stresi tehlikesi altindadir, diinya niifusunun %38'i de kurakliktan etkilenen bu

bolgelerde yasamaktadir (Guo vd. 2018).

Bitki biiyiime siirecinde ana kisitlayici faktorlerden biri olan kuraklik; bitki solunumunu,
fotosentezi ve stoma hareketini engelleyebilir. Bdylece, bitki biiylimesi ve fizyolojik
metabolizmasi etkilenebilir. Kuraklik stresine yanit olarak bitkiler, kuraklik stresini
hafifletmek icin morfolojik ve yapisal degisiklikler, kurakliga dayanikli genlerin
ekspresyonu, hormonlarin sentezi ve ozmotik diizenleyici maddeler gibi kuraklik tepki
mekanizmalarini etkinlestirirler (Yang vd. 2021). Su stresinde kok gelisiminin
devamliligin1 saglayan mekanizmalar, osmotik basincin ayarlanmasi ve hiicre ¢eperinin
esneme kapasitesindeki artigtir. Hiicresel veya tiim bitki diizeyinde meydana gelebilecek
bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler siirec, su eksikligine bagli olarak degisebilir

(Jeyasri vd. 2021, Chaudhry ve Sidhu 2022).

Su eksikligine karsilik olarak bitki direnci, kurakliktan kagis (0rnegin, daha kuru
ortamlarda erken ¢iceklenme zamani), ka¢inma (0rnegin, stoma tarafindan terleme
diizenleyici ve yogun kok sistemlerinin gelistirilmesi), dokularda su yoOnetiminin
korunmasi, antioksidan temizleyici sistem, bitki bilylime diizenleyicileri ve ozmotik

diizenleme yoluyla gergeklestirilebilir (Turyagyenda vd. 2013, Nguyen vd. 2017).
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Kuraklik = stresleri hiicre sigkinligini, fotosentetik aktiviteyi, degisen oksidatif
metabolizmay1 ve membran kararsizligini belirgin bir sekilde etkilemekte (Fahad vd.
2017), bitkilerde yaprak boyutunu, goévde uzamasini ve su kullanim etkinligini
azaltmaktadir (Alghabari vd. 2015, 2016). Kurakliga maruz kaldiklarinda bitkiler, kok
sisteminde veya yaprak seviyesinde fitohormon absisik asit (ABA) iiretimini
hizlandirmakta, bu da stomalarin kapanmasina neden olmakta ve terleme kayiplarini
azaltmaktadir (Bashir vd. 2021). Bitkiler, ozmotik potansiyeli diisiirmek ve su stresinin
neden oldugu olumsuzluklarin {stesinden gelmek icin ozmotik diizenlemeyi

kullanmaktadir (Bijalwan vd. 2022).

Su kaybr ile birlikte iyon miktarinda artis gozlenir ve bdylece membran ve protein
yapisinda denatiirasyon meydana gelir. Hiicrede biiylimenin durmasi ile yaprak boyutu
kiigiiliir, fotosentez ve solunum yavaslar. Yeterli suyun olmamasi ksilem ve floemdeki
iletimi etkiler. Meyve ve tohum olgunlagmasini, iiriin kalitesini diisiiriir. Stresi ile birlikte
hiicrelerde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) birikimiyle oksidatif stres goriiliir (Biiyiik
2014).

Biyotik streste direng genellikle tek bir gen tarafindan kontrol edilirken, kuraklik stresi
gibi abiyotik streslere verilen yanitlar bir¢ok gen tarafindan kontrol edilir (Vinocur ve
Altman 2005, Anjum vd. 2011a). Bu siiregler ozellikle ifade analizleri ve genomik
yaklagimlar i¢in uygundur (Sreenivasulu vd. 2007). Erken gelisim asamalarinda bile,
kuraklik stresi ve kuraklik stresinin neden oldugu morfolojik etkiler, verim olusumu
tizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Bu nedenle, kuraklik stresi (Cattivelli vd. 2008) ve
diizenleyici siireclerini anlamak ¢ok dnemlidir. Bitkilerde kuraklik stresi, su eksikligi ile
baslar, ozmotik ve oksidatif stres ve hiicresel hasarla sonuglanir. Bu, osmoprotektif
molekiillerden ¢oziiniir sekerlerin (Wehner vd. 2015) artmasiyla turgor siirdiiriliir,
kuraklik stresine tepkiler baslar. Ayrica kontrol grubuna kiyasla stresli bitkilerde
olgiilebilir daha diisiik su icerigine ve azalan biiyiimeye yol agar (Honsdorf vd. 2014).
Stres algisi, absisik asit (ABA) reseptorleri, heksokinazlar veya iyon kanalina bagl
reseptorler gibi 6zel reseptorler tarafindan algilanir. Stres sinyali daha sonra 6rnegin
serin-treonin kinazlar, serin-treonin fosfatazlar, kalsiyum bagimli protein kinazlar veya

fosfolipazlar yoluyla iletilir. Son olarak, gen ekspresyonu ge¢ embriyoda bol miktarda
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bulunan (LEA) proteinleri, dehidrin veya reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve MYB, WRKY,
NAC, AP2/ERF, DREB2 veya bZIP gibi transkripsiyon faktorlerini kodlayan efektor
genler tarafindan diizenlenir. Strese yanit veren mekanizmalar1 aktive eder, homeostazi

yeniden kurar ve hasarli proteinleri ve zarlar1 korur, onarir (Bhardwaj vd. 2023).

Yukarida bahsedilen genlerin yani sira, stres etkilerini dengelemek icin bitkiler, 1s1 soku
proteinlerini, osmoprotektanlar1 ve ikincil metabolitleri biriktirebilen mekanizmalar
gelistirmistir (Raza 2020, Bhardwaj vd. 2023). Bu tepkiler arasinda proteinojenik bir
amino asit olan prolin stres altinda bitkinin hayatta kalmasini etkiler (Rodriguez-Ruiz vd.
2019). Prolin, stres kosullarinda hiicre turgorunun korunmasi, karbon ve azot kaynagi
olarak, metallerin selasyonu ve sinyal molekiilii olarak gesitli rollere sahiptir (Aghdam
vd. 2019).

Kuraklik stresi tepkisindeki diizenleyici siireglerin bozulmasi, hiicresel homeostazin geri
dondiriilemez degisikliklerine ve fonksiyonel ve yapisal proteinlerin ve zarlarin yikimina
yol agarak hiicre 6liimiine ve verim olusumunun azalmasina yol agar (Farooq vd. 2017).
Ornegin arpa (Guo vd. 2009) ve bugdayda (Aprile vd. 2013) kuraklik stresiyle iliskili
genler i¢in transkriptom analizi tamamlanmigtir ve bu kuraklik stresi toleransinda yer alan

genlerin tepkilerini anlamamiz i¢in 6nemlidir.

2.7 Bitkilerin Kuraklik Stresine Uyum Mekanizmalari

Bitkinin doku ve organlari kurakligin etkisini gozlemlemek i¢in kullanilmaktadir
(Bitterlich vd. 2019). Kurakligin siiresi ve siddeti, strese verilen cevapta etkili olmaktadir
(Farooq vd. 2017, Gonzalez-Villagra vd. 2017). Bu cevaplar, morfolojik, fizyolojik,

biyokimyasal ve molekiiler olarak verilmektedir.

2.7.1 Morfolojik mekanizmalar

Bitkiler yasamlarinin devami igin stresten kagarak ve tolerans gostererek tepki verirler.

Stresten kacan bitkiler ¢ok siddetli olmayan kuraklikta yagamlarini siirdiirebilirken, strese
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tolerans gosterebilenler savunma sistemlerini devreye sokarak daha fazla strese uyum

saglayabilirler.

Adaptasyonun bu kagis mekanizmasi, tohum vermek i¢in ekimden bitki olgunluguna
kadar olan kisa yagisli donemde simirli bir dongii gerektirir (Kooyers 2015, Berger vd.
2016). Erken olgunlasan gesitlerin, kuraklik stresinden kaginmak ve kuraklikla iliskili
verim kaybini, riskini azaltmak i¢in daha basarili oldugu gosterilmistir (Akinwale vd.
2016). Ancak, bu kisa siirede su alimini verimli bir sekilde en st diizeye ¢ikarmak igin
bitkilerin kok biyokiitlesini hizla artirmasi gerekir. Bitki kdklerinin mevcut kosullar veya
durumlar karsisinda biiylime, kontrol etme ve optimize etme yetenegi ¢ok Onemlidir
(Kano vd. 2011, Thangthong vd. 2018). Biyokiitle, uzunluk, yogunluk ve derinlik gibi
kok karakterleri, kuraklik ortamlarinda verime katkida bulunan 6nemli kurakliktan

kag¢inma ozellikleridir (He vd. 2017).

Ayrica, stomalarin kiigiilmesi ve derine gomiilmesi, yapraklarin kivrilmasi, tiy
sayisindaki degisimler, govdenin kiiclilmesi veya fotosentez i¢in degisime ugramasi,
kutikula ve mum tabakasinin kalinlagmasi, kuraklik stresi kosullarinda terleme nedeniyle
su kaybint en aza indirmek i¢in gerekli diger kurakliktan kaginma nitelikleridir (Aroca
2012, Giiler ve Terzi 2020).

2.7.2 Fizyolojik mekanizmalar

Stres kosullar1 sirasinda, stresle miicadele etmek icin bitkiler tarafindan kullanilan
fizyolojik mekanizmalardan bazilar bitki diizenleyici, 6nemli soliitlerin agir1 iiretimi ve
suyun korunmasini igerir. Suyun korunmasi durumunda, ozmotik basincin diizenlenmesi
kurakliga toleransin tetiklenmesinde rol oynayabilir ve daha sonra hem organik hem de
inorganik soliitlerin birikmesine yardimci olarak fazla su tedarikine neden olabilir
(Khoyerdi vd. 2016). Cozinen madde birikimindeki bu artis hiicrenin  su

kullanilabilirligini azaltir ve hiicrelerin turgor basicini korumasina yardimei olur.
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Oksin, sitokinin, gibberellin etilen, prolin ve absisik asit (ABA) gibi fitohormanlar,
kuraklik stresi sirasinda bitki biiyiimesi ve gelisiminin diizenlenmesinde onemli rol
oynamaktadir (Vishwakarma vd. 2017). ABA, kuraklik kosullar1 altinda bitkilerin
adaptasyonunda anahtar bir diizenleyici olarak gosterilmistir. Artan ABA sentezi ile, bitki
fizyolojisi, biiyiimesi ve gelisiminde diizenleme ve ayarlamalar yapilmaktadir. Ayrica,
ABA firetimi diger bitki organlarinin yani sira siirgiin ve kok kuru maddesini, yaprak
gelisimini ve kok uzunlugunu da degistirir. Ayrica bu durum tohum g¢imlenmesi, uyku
hali ve hatta stoma agilmasi ve kok biiylimesi gibi gegici fizyolojik adaptasyonlara da yol

acabilir (Anjum vd. 2012, Vishwakarma vd. 2017).

Nem eksikligi sirasinda bitkinin fizyolojik aktivitesi degismekte ve bu da bitkinin toplam
su igeriginde ve bagil su igeriginde énemli bir degisiklige neden olmaktadir (Egert ve
Tevini 2002). Yaprak bagil su igerigi miktari, strese toleransli genotipler i¢in belirleyici
bir 6zelliktir. Yiiksek klorofil igerigine sahip bitkiler kuraklik stresiyle daha kolay basa
cikabilmektedir. Bunun nedeni klorofil i¢eriginin arpada ve bugdayda kurakliga toleransl

genotiplerin taranmasida kullanilan giivenilir bir gosterge olmasidir (Li vd. 2006,
Arjenaki vd. 2012).

Stoma iletkenligi stomalarin a¢ilma derecesi olarak Ol¢iilmekte ve bir yapragin ozmotik
diizeniyle dogrudan iliskili oldugu i¢in yapraktaki su durumunun bir gostergesi olarak da
kullanilabilmektedir. Kuraklik kosullar1 altinda yetisen bitkiler suyu korumak i¢in daha
diisiik stoma iletkenligine sahiptir ve stoma kapanmasi kuraklik stresine verilen en erken

tepkilerden biridir (Lv vd. 2023).

2.7.3 Biyokimyasal mekanizmalar

Kuraklik stresinin, hiicre i¢inde su ile iliskili metabolik siireglere ciddi etkileri olmaktadir.
Bu olumsuz etkileri dengelemek i¢in bitkiler, 1s1 soku proteinlerini, ozmoprotektanlar1 ve
ikincil metabolitleri biriktirebilen mekanizmalar gelistirmistir (Raza vd. 2023, Bhardwaj
vd. 2023).
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Biyokimyasal modifikasyonlardan olan hiicredeki ROS (reaktif oksijen tiirleri)
aktivitesini azaltmak, bitkiler i¢in en yaygin ve ideal savunma mekanizmasidir (Sharma
vd. 2012). Kuraklik stresi altinda, ROS birikimine karsi bitkiler genellikle enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarla veya yagda/suda ¢oziiniir molekiillerle temizleme
yaparlar (Gill ve Tuteja 2010, Keunen vd. 2013). Enzimatik antioksidanlar siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz gibi bilesikleri igerirken, askorbik asit (AsA), salisilik asit, glutatyon (GSH),
tokoferoller, sistein vb. bilesikler enzimatik olmayan antioksidanlar olarak kabul edilir
(Ejaz vd. 2012, Khazaei vd. 2020).

Hiicre igindeki prolinin arttirilmasi, fotosentetik aktiviteyi ve stoma agikligini azaltan
ROS’lar1 detoksifiye ederek hiicreyi hasardan korumak i¢in kullanilir. Ayrica, sekerler
(6rnegin glikoz, fruktoz, fruktanlar ve trehaloz) ve nisasta gibi karbonhidratlar kuraklik
stresi  sartlarinda hiicrede birikerek; osmoprotektan, karbon depolama ve ROS
temizlenmesini saglayarak stresi azaltmaya yardimci olmaktadir (Singh vd. 2015). Glikoz
(Glce), sukroz (Suc) ve fruktoz (Fru) gibi ¢oziinebilir sekerlerin konsantrasyonundaki artis,
kuraklik da dahil olmak iizere ¢esitli abiyotik streslere kars1 bitki toleransini artirir (Sami

vd. 2016).

Bitkilerdeki en yaygin stres tolerans stratejilerinden biri, yiiksek sitozolik
konsantrasyonlarda bile genellikle toksik olmayan, diisiik molekiiler agirlikli, yliksek
oranda ¢oziiniir bilesiklerle ve ¢oziinen maddelerle uyumlu organik ¢éziinenlerin farkl
tiplerinin asir1 tretimidir. Bu sekilde, ozmotik diizenleme, ROS detoksifikasyonu,
membranlarin stabilizasyonu ve enzimlerin ve proteinlerin dogal yapilar1 gibi farkl
yollarla bitkileri stresten korurlar (Chen vd. 2007). Ozmotik ayarlama, ozmotik stres
altinda suyun korunmasini saglayarak; ¢6ziiniir sekerler, seker alkolleri, prolin, organik
asitler, kalsiyum, potasyum, kloriir iyonlar1 dahil bir dizi ozmotik olarak aktif iyonlarin
birikimini igerir. Su eksikligi ve ¢6ziinmiis madde birikimi sonucunda, hiicrenin ozmotik
potansiyeli azalir, bu da suyu hiicreye c¢eker ve turgorun korunmasina yardimci olur

(Masoudi-Sadaghiani vd. 2011).
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Prolinin bitki stres toleransindaki rolii

Prolin, tuzluluk, kuraklik, agir metaller, UV radyasyonu, mineral eksikligi gibi abiyotik
streslerin tetiklenmesi sonucu eubakteriler, protozoa, deniz omurgasizlari ve bitkiler gibi
cok cesitli canlilarda biriken bir aminoasittir. Ozellikle kuraklik stresi gibi gevresel
zorluklar altinda, su kaybini 6nlemek, hiicresel yapilarini korumak i¢in bitkilerde prolin
miktar1 artar. Bu, bitkilerin kurakliga kars1 dayanikliligini artirmak i¢in benzersiz bir
savunma mekanizmasi olarak kabul edilir (Shabnam vd. 2016, Aghdam vd. 2019). Sekil
2.5’de bitkilerde kuraklik toleransini arttirmak i¢in prolinin hiicredeki rolii 6zetlenmistir

(Ashraf ve Foolad 2007, Anjum vd. 2011a, Dar vd. 2016, Raza vd. 2023).

Prolin ayn1 zamanda, stres bitkileri i¢in biyokimyasal bir belirte¢ olarak kullanilabilir ve
ikincil bir metabolit olarak da diisiiniilebilir (Shahid vd. 2017). Diger taraftan stressiz
ortamlarda da sentezlenerek floral gecisi, erkek gametofit hiicre ve tohumlarin gelisimini
modiile eder. Calismalar, prolinin pentoz fosfat, trikarboksilik asit, lire dongiisii ve
fenilpropanoid yollari gibi temel mekanizmalara da dahil oldugunu bildirmistir (Mattioli
vd. 2018, Priya vd. 2019, Mattioli vd. 2022). Ayrica patojenik saldir1 gibi biyotik stres
faktorleri i¢in dnemli bir dneme sahiptir (Choudhary vd. 2005).
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Sekil 2.5 Prolinin kurakliga dayanikliliktaki rolii

Bitkilerdeki prolin konsantrasyonu tiirden tiire degismektedir (Zegaoui vd. 2017).
Kloroplast, sitozol gibi hiicresel bolmelerde ve ayrica ozmotik stresle iliskili dehidrasyon

ve yaralanmaya karsi hiicre faaliyetlerini diizenlemek i¢in sitoplazmada bulunabilir

(Muzammil vd. 2018).
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Bitkilerde prolin sentezi kloroplast ve sitozolde meydana gelir, glutamat ve ornitin yollari
olarak iki sekilde gergeklesir. Glutamat yolunda, glutamat P5CS (pirolin-5-karboksilat
sentetaz) enzimi tarafindan GSA (glutamat-semialdehit)'e indirgenir ve kendiliginden
P5C (pirolin-5-karboksilat)'a doniistiiriiliir. PSCR (P5C rediiktaz) enzimi ayrica P5C ara
iriiniinii proline indirger. Benzer sekilde, ornitin yolunda, arginin ilk olarak arginaz
enziminin etkisiyle ornitine indirgenir. Ornitin daha sonra OAT (ornitin-delta-
aminotransferaz) enzimi tarafindan transaminasyona ugratilarak GSA ve P5C olusturulur
ve bu da proline donistiiriliir. Prolin degradasyonu mitokondride PDH (prolin
dehidrojenaz) veya POX (prolin oksidaz) enziminin ardisik etkisiyle gerceklesir ve
prolinden P5C elde edilir, PSCDH (P5C dehidrojenaz) enzimi daha sonra P5C'yi
glutamata dontstiiriir (Raza vd. 2023). Glutamat yolu ozmotik stres sirasinda ana yoldur
(Majumdar vd. 2016).

Prolin, kuraklik toleransinda belirgin bir 6neme sahip oldugundan dolay1 en ¢ok calisilan
ozmolittir. Prolin birikimi, hiicrelerdeki hasar1 azaltmak ic¢in kuraklik stresine maruz
kalan bitkilerin ilk olusturduklari cevaptir. Ilerleyen kuraklik stresi, arpa bitkisinde kayda
deger bir prolin birikimine neden olmustur. Protein igerigi, kuraklik stresi siiresi
ilerledikce artar ve on giinliik stres sonrasi kaydedilmis en iist seviyesine ulasir ve daha
sonra on bes gilinliik stres sonrasinda devam eden siddetli kuraklik stresi altinda azalir
(Anjum vd. 2011a). Prolin, protein solvatasyonunu etkiler ve kompleks dordiinciil
yapinin korunmasini saglar, dehidratasyon stresi altinda membran biitiinliigiinii korur ve
lipid membranlarin oksidasyonunu veya foto-inhibisyonu azaltir. Ayrica, hiicre ici
yapilarin stabilize edilmesine, serbest radikallerin atilmasina ve stres kosullarinda
hiicresel redoks potansiyelinin tamponlanmasina da katkida bulunur (Ashraf ve Foolad
2007).

Prolin, mitokondriyal fonksiyonlart modiile etmek, hiicre proliferasyonunu veya hiicre
Olimiini etkilemek ve stresten kurtulmak icin gerekli olabilecek spesifik gen
ekspresyonunu tetiklemede bir sinyal molekiilii olarak gérev yapabilir (Szabados ve
Savoure 2010). Pek cok bitki tiirlinde stres altinda prolin birikimi, stres toleransi ile
iligkilidir ve konsantrasyonunun strese duyarl bitkilerde strese toleransli bitkilere oranla

daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
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Prolin sentezi ile ilgili bir gen olan P5CS geni, piring (Hien vd. 2003), arpa (Deng vd.
2013) ve jatropha (Yang vd. 2015) bitkisinde yapilan ¢alismalarda bu genin ifadesinin
arttig1 bulunmustur. ABA, prolin birikimi ve poliamin biyosentetik yolunun koordineli
diizenlenmesinde onemli bir rol oynar (Pal vd. 2018). Bu nedenle bitkiler kuraklik
stresine, uyum saglamak ve su dengesini diizenlemek ic¢in fizyolojik faaliyetlerini
degistirerek yanit verirler. Bu da strese daha iyi adapte olmalarini ve aktif organik

¢oziinen maddelerin asir1 iiretimini saglamaktadir (Serraj ve Sinclair 2002).

2.7.4 Molekiiler mekanizmalar ve stresten sorumlu bazi 6nemli genlere bakis

Bitkinin kuraklik stresi altinda olusturdugu cevap, bircok hiicresel mekanizmayi
icermektedir. Kurak stresi toleransi ile ilgili molekiiler kontrol mekanizmalarinin

aydinlatilmasi stres ile iliskili spesifik genlerin ifadesine dayanmaktadir (Wang vd. 2003).

Arpanin tek ya da ayni1 anda bir¢ok stres faktoriiyle adaptasyonunda, tanimlanmis bir¢ok
gen bulunmustur (Giirel vd. 2016). Sekil 2.6’da arpa bitkisinin abiyotik stres faktorlerinin

etkisiyle hangi genlerle strese cevap olusturdugu 6zetlenmistir.

Abiotic Stress Arpada Adaptasyon Cevabi
Cigceklenme Zamaninda Kontrol

- sicaklik \ (HVCO1, Ppd-H1, Vm-H1, HVFT-1)
- Yaralanma Transkripsiyon Faktorleri

soguk (MYB, HVDRF1, HvABF1, CBF)

K | LEA Protein Sentezi
- Kimyasa

v — ! (HVA1, HVA22, Dhn3, Dhn9)
- KURAKLIK < '
(’{ ' Isi-sok Proteinleri
-UV-B < ( (HSP17.8)
-Isik YE— g ROS Detoksifikasyonu
] < N (ALDH, ADOR, HVAPX1, HvGST,

s s / HVMT-2)

azlaligi veya
eksikligi Osmoprotektanlar
- Agir Metal f}v (BADH. CSMO, sugars, amino acids)

y {

- Tuz Stresi / // L\ Transporter Aktivitesi

k (HVHKT2:1, AVP1, HVAACT1, BOR)

Sekil 2.6 Arpada abiyotik stres cevabinda rol oynayan temel genler
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Stres ile ilgili genler, erken ve ge¢ cevap olusturmasina (indiiklenmesine) gore ayrilabilir.
Erken cevap genleri; stres algilanir algilanmaz uyarilir ve kisa zamanda ifade edilirler.
Ornek olarak transkripsiyon faktorlerinin ¢ogunlugu verilebilir. Gen indiiklenince yeni
protein sentezlenmesine gerek yoktur, her daim sinyal bilesikleri hazirdirlar. Geg cevap
genleri ise, stres karsisinda yavas aktive olurlar ve ifadeleri ¢ogunlukla siireklidir
(Mahajan ve Tuteja 2005). Ornek olarak; Su kanal proteinleri, LEA benzeri proteinler,
molekiiler saperonlar, antioksidanlar, ozmolit biyosentezi ve hiicre biitlinliigiiniin
saglanmasinda gorevli genlerdir (Zhu 2002, Cramer vd. 2007). Ayrica bu genler kuraklik

stresinde sinyal iletim genlerinin diizenlenmesinde de gorevlidir (Yiiksel ve Aksoy 2017).

Ayrica stresle ilgili genler, bitki hormonu olan ABA bagimli ve ABA bagimsiz olarak da
siniflandirilabilir. ABA; tohum dormansisinin tesviki, meyve gelisimi, ¢imlenmenin
durdurulmasi, bliylimenin regiilasyonu ve stomalarin kapanmasinda goérevlidir. Ayrica
abiyotik strese cevapta i¢ mesajcidir, bu nedenle stres hormonu da denir (Kang vd. 2010).
Abiyotik stresle ilgili yapilan calismalarda sinyal iletimi ABA bagimli ve bagimsiz
olarak, her iki sekilde de ve birbirleriyle etkileserek kontrol edildigini géstermistir. Stres
altinda bu yolaklardaki proteinler, transkripsiyon faktorlerine ait gen ifadelerini
aktiflemektedir. Bu transkripsiyon faktorleri her bir strese cevap olarak ayri transkript
diizenlenmesi olusturur ve stresle ilgili bir¢cok gen direk veya dolayli olarak devreye girer
(Agarwal ve Jha 2010). Stres ile artis gosteren ABA, transkripsiyon faktorlerini aktifler
ve gen anlatimin1 promotdr bolgede yer alan ABRE’lere baglanarak diizenler. Genelde

bZIP grubunda bulunmaktadirlar (Yiiksel ve Aksoy 2017).

ABA’ya bagl strese cevap veren proteinler, AREB/ABF, MYC/MYB, bZIP, ABRE,
MYCR, MYBR
ABA’ya bagli olmadan strese cevap veren proteinler; DREB proteinleri, DRE vasitasiyla

stres yolagini aktive ederler (Sekil 2.7).
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MYBR/ DRE/CRT DRE/CRT
MYCR

Sekil 2.7 Kurak ve tuz stresi kosullarinda ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarda
gen ifadesinin diizenlenmesi (Boudsocq ve Lauriere 2005)

Kurakliga karst cevap mekanizmalarinda, LEA genleri ve bu sinifta yer alan Dehidrin
(DHN) genlerinde artis saptanmistir. MAPK (Mitogen- Activated Protein Kinase
Pathway) kaskadlari, hiperozmotik stres ile aktiflesir, ozmolit iiretimi ve bunlarin
birikmesinde artis gergeklesir. Ozmolitlerin artmasiyla LEA/dehidrin protein sentezi de
artarak onarim mekanizmasi baslar ve stres temelli olusan hasarlardan hiicreyi korur,
ozmotik dengenin diizenlenmesini saglar (Mahajan ve Tuteja 2005, Yiiksel ve Aksoy

2017).

bZIP ailesi daha cok ABA birikimi ile aktive olan transkripsiyon faktorlerini icermektedir
ve promotor bolgesinde bulunan ABRE’lere (ABA responsive element) baglanarak gen
ifadesini diizenlemektedir. AP2/ERF ailesinde bulunan transkripsiyon faktorleri ise
promotor bolgesinde bulunan DRE’lere (drought responsive element) baglanmaktadir.
HD-ZIP transkripsiyon faktorleri ise bitkilere 6zel tepki vermektedir (Bhargava ve
Sawant 2013).

Strese toleransta etkili aday genlerin tanimlanmasi, stres yolaklarinda bulunan genlerin
strese cevap ifadeleri ve stres adaptasyonundaki rolleri arastirilarak, strese toleransh

biyoteknolojik iiriinlerin gelistirilmesi i¢in arastirmalar siirdiiriilmektedir. Ayn1 zamanda
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bu calismalarla birlikte bitki tiirlerinin yayilis alanlari ve bu sinirlarin nasil olustugu

anlasilmakta, bitkilerin verimliligini arttiracak ¢alismalara hiz kazandirilmakta ve bitki

metabolizmasi hakkinda bilgilere ulasilmaktadir (Bliyiik vd. 2012).

2.8 Tez Cahismasinda Kullanilan Stres Genleri

Cizelge 2.5 Tez calismasinda kullanilan stres genleri ve hiicredeki bilinen rolleri

Gen Adr

GenBank ID

Rolii

Kaynak

HVAl

X78205.1

LEA grup 3 tiyesi bir gen olup
su stresi ile iligkili oldugu
bulunmustur.

Babu vd. 2004,
Checker vd.
2012

Dhn3

AF181453

LEA grup 2 {iyesi bir gen olup
kuraklik stresi ile iliskili oldugu
bulunmustur.

Guo vd. 2009

HvVSNAC1

JF796130

Abiyotik ve biyotik stres
cevabinda rol oynayan bir
trankskipsiyon faktoridiir.

McGrann vd.
2015

HvCBF4

AYT785851

CBF/DREBs transksipsiyon
faktorii ailesine mensup olan bu
genin bugdayda kuraklik
toleransini arttirdigi
diistiniilmektedir.

Oh vd. 2007

HSP17.8

AK368988

Is1 soku proteinleri stres
kosullarina kars1 bitki
toleransinda 6nemli rol
oynamaktadir.

Guo vd. 2009

GADPH

XM_045099
798.1

Enerji ve karbonhidrat
metabolizmasinda yer alan
enzimi kodlayan gendir.
Referans gen olarak kullanilir.

Zhu vd. 2020

2.9 Kaynak Ozetleri

Arpa (Hordeum vulgare L.), kurakliga, tuzluluga ve fungal hastaliklara karsi sahip
oldugu dogal tolerans mekanizmasiyla, stres biyolojisi ¢alismalarinda model organizma
olarak kabul edilmektedir. Stresle ilgili oldugu diisiiniilen genlerin omik ve karsilastirmali
genom calismalart ile tanimlamasi yapilmaktadir. Ayrica bu genlerin transformasyon

caligmalari ile de ifadeleri tanimlanmaktadir (Giirel vd. 2016).
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Kuraklik stresine karsi bitkilerin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik tepkileri ile
ilgili yapilan caligmalarda, stresin {irin verimliligini, kuru maddeyi ve biiyiimeyi
sinirlandirdigi, ayrica stomalarin su noksanligiyla kapanmasina ek olarak su aliminda ve
fotosentezde diisme oldugu gosterilmistir (Anjum vd. 2011b). Curran ve arkadaslari
(1990) klorofil iceriginin belirlenmesi, bitkilerin gelisim, stres, fotosentez kapasitesi ve
verim gibi 0zelliklerinin belirlenmesinde belirteg¢ olabilecegini sdylemislerdir. Kuraklik
stresi altinda soya fasulyeleri incelendiginde kok, gévde ve yapraklarinda anatomik
degisiklikler kaydedilerek, kontrol grubuna kiyasla stres grubunda kok govde orani
artarken, klorofil igerigi ve stoma iletkenliginin azaldig: belirtilmistir (Makbul vd. 2011).
Allahverdiyev ve arkadaslarmin (2015) bugday genotiplerinde kuraklik stresinin
fizyolojik parametrelerini inceledikleri calismada, stresin fotosentez ve solunum orani,
stoma ve mezofil iletkenligi, pigment icerik alani, kuru agirlik, verim ve bayrak

yapraktaki suyu diislirdiiglinii gozlemlemislerdir.

ICARDA’nin 2000 yilinda yayimnladigi Germplasm Programi’nda (ICARDA 2000),
bitkilerin kurakliga dayanikliliginin fide morfolojisindeki degisimlerle degerlendirildigi
bir caligmada, ICARDA’dan segilen bazi arpa hatlar1 (Athenais, Alanda-1, H.
Spontaneum 41, Sara) kullanilmistir. PVC tiiplere ekimi yapilan arpa tohumlarinin erken
fide donemindeki bitki boyu, kardeslenme, kok uzunlugu, kok kuru agirligi ve fide kuru
agirliklarinin 6l¢iimleri yapilmustir. Bitki boyunda 6nemli bir farklilik bulunmazken,
kardeslenme sayisinda, maksimum kok uzunlugu ve fide kuru agirhiginda 6nemli
farkliliklar bulunmugtur. Arastirmada en fazla kok uzunlugu ile fide kuru agirlig1 arasinda
(0.74), kok uzunlugu ile kok kuru agirligr arasinda (0.93) ve fide ve kok kuru agirliklar

arasinda (0.81) dnemli ve olumlu iligki tespit edilmistir.

Dencic ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilan 2 yillik denemede, farkli iilkelerden 30
bugday cesidi ve 21 yerel ¢esit normal ve kurak kosullar altinda test edilmistir.
Aragtirmada; bitki boyu, basakta basakc¢ik sayisi, basakta tane sayisi, basakta tane agirligi
ve tane verimini incelemislerdir. Arastirma sonucunda basakta tane sayisin, basakta tane
agirhiginin ve tane veriminin kurakliga bitki boyu ve basaktaki basak¢ik sayisina gore

daha hassas oldugu belirtilmistir. Ayrica stoma hacmi ve sayisi, bitki kuru agirhigi, su
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kullanim1 ve nispi su kapsami gibi 6zellikler kuraklikta degerlendirilmesi gereken 6nemli

ozellikler oldugunu agiklamiglardir.

Wehner ve arkadaslarinin (2016b), 156 arpa (H.vulgare L.) genotipinin kuraklik stresi ve
yaprak yaslanmasinda yer alan genlerin ekspresyon profilini inceledikleri ¢alismada,
kuraklik  uygulamasindan 20 giin sonra yapraklardan SPAD  o6l¢iimleri
gerceklestirilmistir. Yaprak yaslanmasimin bir gostergesi olarak BBCH 25'te (Stauss
1994) 6lgiilen yaprak rengi, klorofil miktar1 ve analiz edilen genlerin ekspresyon seviyesi
icin genotip ve uygulamanin 6nemli etkilerini tespit etmislerdir. Ayrica, kuraklik stresine
dahil olan gen grubu (Al, Dhnl, GAD3, NADP_ME, P5CS2) (r=0.84) ile yaprak
yaslanmasinda etkili olanlar (r=0.64) ve yaprak yaslanmasi genleri (Contig7437, GSI|I,
hv_36467, LHC1b20, pHvNF-Y5) ile yaprak rengi (r=0.34) arasinda Onemli
korelasyonlar tespit edilmistir. Ekimden 27 giin sonra 6nemli Ol¢iide azalan SPAD
degerleriyle, kuraklik stresinin arpada yaprak yaslanmasini hizlandirict bir etkiye sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Su stresi (Demirel vd. 2010) ve tuz stresi (Acar vd. 2011) g¢alismalarinda klorofil
iceriginin diistigl belirtilmistir. Fotosentezin engellenmesi veya azaltilmasi, kurakliga
bagli ana degisikliklerden birisi olarak belirtilmistir. Klorofil igeriginin ekstarksiyon ile
elde edilmesi ve SPAD ile 6lgiilmesinin karsilagtirildigi ¢alismalarda (Limantara vd.
2015, Shibaeva vd. 2020), iki metota ait degerlerin yakin oldugu belirtilmistir. Sah ve
arkadaglarinin (2020) yaptig1 ¢alismada, kurakligin yaprak klorofilinde azalmaya neden
oldugu, yaprak su igeriginin ve stoma miktarmin da diistiigii gézlemlenmistir. Yesil
bitkilerde klorofil miktarinin tayini i¢in kullanilan ekstraksiyona dayali metotlarin
kullanimi1 pahali ve uzun zaman aldig1 i¢in tahribata neden olmayan SPAD gibi portatif

optik klorofil dlgerlerin kullanildig1 Atar ve Gliney (2021) tarafindan vurgulanmustir.

Atar ve Bayraktar (2022) ekstraksiyon yontemi ve klorofilmetre (SPAD) kullanarak 4
agag tliriiniin klorofil i¢erigini tespit ettikleri ¢alismada, bir yapragin {i¢ farkli noktasindan
(sapa yaki kisim, ortas1 ve ucu) dl¢iim yaparak ortalama Klorofil Konsantrasyon indeksi
(CCI) degeri seklinde kaydetmislerdir. SPAD degerlerinin gergek klorofil igerigi ile

pozitif korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir. Fotosentez, yaslanma ve stres
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etkilerinin belirlenmesi i¢in, toplam klorofil igeriginin yine ayni yapraklar iizerinde

Ol¢iilmesi i¢in, tahribatsiz portatif 6l¢er kullaniminin 6nemini vurgulamislardir.

Kuraklikla iligkili oldugu yapilan calismalarla belirlenen ve tezde olciimii yapilan
prolinin, su stresi altinda ozmotik dengeyi sagladigi ve ayrica plazma mebraninin
biitiinligiini de korudugu saptanmistir (Mansour 1998). Bununla birlikte, stres
kosullarindaki prolin islevine ragmen, ¢i¢ek sentezi, makromolekiil stabilizasyonu, hiicre
uzamasi gibi diger fizyolojik aktiviteler serbest prolin ile iliskilendirilmistir (Mattioli vd.
2009, Yang vd. 2011). Prolin gibi farkli osmo-diizenleyicilerin rolii, stres veya normal
kosullar altinda canli tohum verimine yol acan optimal biiyiime ve gelisme i¢in 6nemli
oldugu tespit edilmistir (Yan 2015). Diger taraftan stressiz ortamlarda da sentezlenerek
floral gegisi, erkek gametofit hiicre ve tohumlarin gelisimini modiile eder. Calismalar,
prolinin pentoz fosfat, trikarboksilik asit, {ire dongiisii ve fenilpropanoid yollar1 gibi temel
mekanizmalara da dahil oldugunu bildirmistir (Mattioli vd. 2018, Priya vd. 2019, Mattioli
vd. 2022). Ayrica patojenik saldir1 gibi biyotik stres faktorleri i¢in dnemli bir 6neme
sahiptir (Choudhary vd. 2005). P5CS geni prolin sentezinde ilgili gendir ve piring (Hien
vd. 2003), arpa (Deng vd. 2013) ve jatropha (Yang vd. 2015) bitkisinde yapilan

caligmalarda bu genin ifadesinin arttigi bulunmustur.

Son yillarda, cesitli ¢aligmalar yapraktan piiskiirtme yoluyla prolinin digsal olarak
uygulanmasiin bitkilerde abiyotik stres toleransini artirmada o©nemli bir rol
oynayabilecegini 6ne stirmiistiir (Orsini vd. 2018, EI Moukhtari vd. 2020, Godoy vd.
2021, Zhang vd. 2021). Ayrica, bir¢ok rapor farkli bitki tiirlerinin kuraklik stresine kars1
farkl tepkiler verdigini ve bunlarin genellikle stresin yogunluguna ve bitki tiirline bagli

oldugunu ortaya koymaktadir (Kaur ve Asthir 2017, Bukhari vd. 2019).

Bezelyede yapilan ¢alismada kuraklik stresi altinda prolin iceriginin arttig1 gézlenmistir
(Sanchez vd. 1998). Kuraklik stresi altinda celtik yapraklarinda prolin seviyesinde artis
saptanmistir (Hsu vd. 2003). Cramer ve arkadaglarinin (2007), kuraklik ve tuz stresi
altinda Cabarnet Sauvignon {izim ¢esidinin prolin miktarin1 degerlendirdigi caligmada
prolin miktarlarindaki artis, kuraklik stresinde tuz stresine gore daha fazla oldugu

belirtilmistir. Fougere ve arkadaslarinin (1991) tuz stresi altinda yoncada yaptiklari
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calismada, tuza dayanikli gesitlerin kdklerindeki prolin seviyesinin hassas ¢esitlere gore
yaklagik iki kati1 kadar arttigi goriilmistiir. Kurakliga toleransli bazi soya fasulyesi
cesitlerinde, kuraklik stresi altinda ozmoprotektan olarak gorev yapan ve kurakliga
tolerans1 indiikleyebilen ve etkileyebilen serbest prolin birikimi goriilmiistiir (Ghane vd.

2012).

Abiyotik stres altinda c¢esitli bitkilerde eksojen prolin uygulamasinin yapildigr bir
caligmada, temel olarak prolinin antioksidatif enzimlerin etkisini arttirdigi bulunmustur.
Cizelge 2.6 da prolin dozlar ve etkileri gosterilmistir (Kaur ve Asthir 2015, Kaur ve
Asthir 2017).

Iki farkli arpa genotipine (Maresi, Syron) kuraklik stresi uygulanan bir calismada, prolin
biyosentezi ve dengesi arastirilmigstir. Stres kosullarinda her iki genotipte de kok ve
yapraklarda ABA ve prolin artist gozlemlenmistir. Sonug olarak, prolin sentezinin
kuraklik ile iligkili oldugu saptanmistir (Bandurska vd. 2017). Tuz stresi altinda
Bayraktar-2000 bugday ¢esidinde prolin seviyesinin tuz uygulamasina bagl olarak arttigi
bulunmustur. Ayrica element analiz sonuglar1 ve biiylime parametrelerinin de bu sonucu

dogruladig belirtilmistir (Can 2015).

Kuraklik stresi ve prolin arasindaki iliskinin degerlendirildigi bir baska calismada, aspir
cesitlerine ve kurakliga dayanikli oldugu bilinen tiire stres uygulanarak verdigi cevaplar
incelenmigtir. Stres altinda genotipler prolin seviyelerini arttirarak su igeriklerini sabit
tutmaya calismislardir. Calismanin devaminda stres kesilerek sulama yapilmis ve prolin
diizeyinde diislis saptanmistir. Ek olarak strese dayanikli olan ¢esitte en fazla azalis
gerceklesmistir. Hasar tamir mekanizmasinda istenilen prolin seviyesindeki degisiklikler
genotipler arasinda belirtilmistir. Ayrica yabani tiiriin prolin, H2O2 ve antosiyanin miktar1
ile antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD, POD, GR ve APX) diger genotiplere gore
fazla olmasi, stres durumunda yabani tiiriin dayanikli oldugunu belirtmistir (Culha Erdal

2017, Toksoy ve Dogru 2021).
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Szabados ve Savoure (2010), K. Kishor ve Sreenivasulu (2014) Delta 1-pirolin-5-
karboksilat sentaz 2 geni (P5CS2)’nin prolin sentezinde ilgili oldugunu belirtmistir.

Prolinin, kuraklik toleransinin bir gostergesi oldugunu, stresle arttigini ifade etmislerdir.

Cizelge 2.6 Abiyotik stres altindaki bitkilerde prolinin eksojen uygulamasi ve koruyucu

rolii
Bitki Ad1 Prolin Etkileri Referans
Nohut Englmgtlk ve enznlmatlk olmayan Kaushal vd.
Ci ioti 10 uM antioksidanlar yiikselterek 2011
(Cicer arietinum) oksidatif hasar1 azaltir
Askorbat-glutatyon doéngiisiiniin
Mas Fasulyesi bilesenlerini uyarir,
(Phaseolusy 50 UM antioksidan enzimlerin Aggarwal vd.
vulgaris) H aktivitesini arttirir, lipit 2011
g peroksidasyonunu ve H2O>
igeriging azaltir
Taze ve kuru agirliklari, net
Kavun fotosentez hizini (Pn), klorofil-2
. 200 uM | igerigini arttirir. O2~ ve H2O» Yan vd. 2011
C | K e
(Cucumis melo) icerigini diistiriir. Antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirir
Deniz Nerdisi Stres hasarina kars1 protein
i g 5 mM mekanizmalarini korur ve stresle Khedr vd. 2003
EE;TS?S;T m ilgili proteinleri regiile eder edrva.
Mercimek 15 mM Glutatyon transferaz ve glioksalaz Molla vd. 2014
(Lens culinaris) enzimlerini uyarir '
Bugday Siirgiin ve koklerdeki taze/kuru Kamran vd
(Triticum 20 mM kiitleyi, stirglin uzunluklarini ve 2009 '
aestivum) tahil verimini gelistirir
Tiita
I\lll . unt_ 20 mM Taze kiitleyi arttirir, antioksidan | Kamran vd.
'Eat:g?:ulrir)]a enzimlerin aktivitelerini uyarir 2009
Seker Kamisi Guaikol peroksidaz aktivitesini Patade vd
(Saccharum 20 mM gelistirerek tuzun neden oldugu 2014 '
officinarum) oksidatif stresi hafifletir
Antioksidan savunma sistemini
Zeytin modille eder, fotosentetik | Apmeq g,
ol 50 mM aktiviteyi ve bitki biiylimesini 2010
(Olea europaea) arttirir, bitki su igerigini sabit
tutar
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Tez ¢caliymasinda, gen ifade profilleri incelenen genlere ve ait oldugu ailelere ait
calismalar asagida listelenmistir.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH): Gen ifade seviyelerinin
karsilagtirilmast i¢in bu gen c¢alismamizda referans (Housekeeping) gen olarak
secilmistir. GADPH, bitkilerde hiicresel metabolizmanin temel bir bileseni olarak
sitoplazmada bulunur ve glikoliz yolu ad1 verilen metabolik yolakta yer alir. Glikoliz,

karbonhidratlarin par¢alanarak enerji tiretildigi bir dizi kimyasal reaksiyondan olusan ana

metabolik yollardan biridir (Zhu vd. 2020, Li ve Wang 2023).

GADPH'in kuraklikta, tiirden tlire ve bitkinin genel stres tepkisine bagli olarak
degisebilir. Ancak genel olarak, GADPH'in enerji iiretimi, metabolik denge, oksidatif
stres azaltma ve hiicresel stres toleransini artirma gibi islevleri, bitkilerin kuraklik stresi

altinda sagliklarin1 ve hayatta kalma yeteneklerini desteklemektedir.

Gen ifadelerinin degerlendirilmesinde genellikle ger¢ek zamanli RT-PCR (QRT-PCR)
kullanilmaktadir. Normalizasyon amach referans gen(ler) se¢cimi bu teknikte dikkat
gerektirmektedir. Janska ve arkadaslariin (2013) ¢alismasinda, kuraklik stresi altinda
arpa fidelerinin yapraklari kullanilarak gen ekspresyonu ¢alismalari igin 13 referans genin
karsilastirmasin1 yapmuistir. 3 farkli yazilim (GeNorm, NormFinder ve BestKeeper)
kullanilarak referans gen setleri tanimlanmustir. Soguk uygulamasinda en iyi performansi
HSP70 (0.149), ADP-RF (0.169) ve ACT (0.215) genleri, kuraklik stresi altinda ADP-RF
(0.128), EFla (0.162) ve GADPH (0.222) genlerinin gosterdigini raporlamislardir.
SIGPRP (1.181) ve IF5A (0.717) genlerinin her iki stres i¢in de ifadesinin yiliksek
oldugunu bildirmiglerdir. GADPH geninin arpada kuraklik ile ilgili oldugunu ve bu
sonucun her {i¢ yazilim i¢in de kararli oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak, arpada gen
ifadesi calismalarinda qRT-PCR’mn yaygin olarak kullanildigin1 fakat farkli stres
kosullarinda farkli referans genlerin oldugunun g6z Onilinde bulundurulmasin

belirtmislerdir.

Kowalik ve Groszyk (2023), arpa (Hordeum vulgare L.), bugday (Triticum aestivum L.)

ve cavdarin (Secale graine L.) ¢imlenme sirasinda belirledikleri genlerin ifade
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seviyelerine baktiklar1 ¢aligmada, kontrol olarak arpa ADP-ribosilasyon faktor ve

GADPH referans genlerini kullanmislardir.

% LEA ailesinden kuraklikla ilgili oldugu bilinen 2 gen tezde kullanilmistir. Bunlar
LEA grup 3 tiyesi HVA1 ve LEA grup 2 iiyesi Dhn3.

LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteinini kodlayan genlerin yiiksek diizeyde ifade
olmasiyla bir¢ok bitki tiiriinde agir metaller, sicak, soguk ve tuzluluk gibi diger streslerin
yani sira dehidrasyona karst direncin artmasina yol agtigi bildirilmistir (Xiao vd. 2007,
Abdul vd. 2021, Mikotajczak vd. 2023). Ilk Dure ve arkadaslar1 (1989) tarafindan,
aminoasit dizilimi ve korunmus motiflere gore 6 farkli grupta degerlendirilmistir. Bunlar;

LEAL, 2, 3, 4, 5 ve atipik LEA proteinleridir (Biiyiik 2014).

Piringte yapilan bir calismada kuraklikla birlikte ABA duyarlilifinin arttigi, kurakliga
tolerans:1 arttirmak i¢in de ge¢ embriyogenezde bol miktarda bulunan (LEA) genlerin
ekspresyonunu arttirdigi belirtilmistir (Yu vd. 2016). LEA proteini kodlayan bir limon
geninin (CuCOR19) ifadesinin artmasiyla transgenik tiitiinde soguk toleransi arttigi
bulunmustur (Hara vd. 2003).

Bugday WCS19 ve Arabidopsis thaliana COR15A genlerinin ifadesiyle
Arabidopsisthaliana’da donmaya karsi dayanikliligin arttigi gézlenmistir (Ndong vd.
2002, Puhakainen vd. 2004). Ayrica bugday PMA80 ve PMA1959 genlerinin ifadesinin

transgenik piringte dehidrasyon toleransini arttirdig: belirlenmistir (Sivamani vd. 2000).

LEA genlerinden HVAl ve Dhn6’nin kurakliga karsi yanit olusturdugu, vejetatif
biiyiimeyi geciktirdigi, H. vulgare ssp. vulgare'nin toplam taze biyokiitlesini sinirladigi

gosterilmistir (Liang vd. 2012).

LEA proteinlerinden, HVA1, HVA22, Dhn3 ve Dhn9 genlerinin membran fosfolipitlerini
kodlayarak su ve iyon stresine kars1 hiicreyi korudugu bildirilmistir (Giirel vd. 2016).
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HVA1 (Highly ABA-Induced 1) geni bitkilerin kuraklik ve tuz stresine karsi yanit
vermesinde 6nemli rol oynayan, arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinde LEA-3 protein
grubu bir gen olarak bilinmektedir (Kader vd. 2012). Bu genin ifadesinin, arpa, geltik ve
bugdayda kurakliga dayaniklilig1 arttirdigi gézlenmistir (Chandra Babu vd. 2004). Ayni1
genin ifadesinin, H. vulgare ssp. vulgare'nin stres altindayken su kaybini azalttigina,
hiicresel hasar1 Onlemelerine ve stomalarint (gozeneklerini) kapatmalarina yardimci

oldugu belirtilmistir (Liang vd. 2012).

Arpadan aktarilan HVAL genini bulunduran doubled haploid bugdaylarin kuraklik ve
sicaklik stresine karsi tolerans gostedikleri bildirilmistir. Bu ¢alismada, sicaklik stresi
altindaki bitkilerin daha diisiik oranda oksidatif yiike sahip olduklari ve verimlerinde artis
oldugu gozlenmistir (Samtani vd. 2022).

Arpadan aktarilan HVA1 geninin ¢eltik bitkilerinde stres kosullarina kars1 kontrol grubu
olan transgenetik olmayan bitkilere oranla daha dayanikli olduklarini; 6zellikle su
eksikligi ve tuzluluk kosullarinda HVA1 geninin aktarildigi ikinci generasyon celtik
bitkilerinin daha ytliksek oranda tolerans gosterdikleri bildirilmistir (Xu vd. 1996).

Sera kosullarinda bugdayda yapilan bir ¢aligmada, arpadan aktarilan HVAL geninin bazi
transgenetik bugday hatlarinda (Ts3) daha verimli su kullanimini sagladigi bulunmustur
(Sivamani vd. 2000). HVA1 geninin yiiksek oranda ekspresyon edildigi alti transgenetik
bugday hatlarini su eksikligi kosullarinda test ettikleri ¢alismada, HVA1 ekspresyonunun
kurak kosullarda verim artisina yol agtig1 sonucuna varilmistir. Bu verim artis1 normal
kosullarda yetistirilen transgenetik bugday hatlarinda gézlenmemistir (Bahieldin vd.
2005).

Oraby ve arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 ¢alismada, arpadan aktarilan HVAL genine
sahip {iglincili generasyon transgenetik yulaf (Avena sativa L.) bitkilerinin kontrol grubu
bitkilere gore daha iyi biiylime ve gelisme ile beraber tuzluluga (200 mM) tolerans

gosterdigi rapor edilmistir.
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HVAL promotdrlerinin transkripsiyon kontrolii altinda bulunan HSDREB1A geni yabani
arpadan (H. spontaneum) parlak yalanci dariya (Paspalum notatum Flugge) aktarilarak
yapilan bir ¢alismada, transgenik bitkilerin, transgenik olmayan bitkilerle
karsilastirildiginda siddetli tuz stresini ve tekrarlanan ciddi dehidrasyon stresini tolere

ettiklerini rapor etmislerdir (James vd. 2008).

Kurakliga dayanikli 48 Kavuzsuz Tibet arpasi (Hordeum vulgare ssp. vulgare)
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, HVAL geni susturuldugunda bitkilerde 6nemli oranda

su kaybi1 oldugunu bildirilmistir (Liang vd. 2012).

Arpada bulunan HVAL geninin bugdaya aktarilarak yapilan bir ¢alismada, transgenetik
bugday bitkilerinin kuraklik stresi altinda daha iyi ¢imlenme ve gelisme gostedikleri
bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismada, transgenik bitkilerin trangenik olmayan bitkilere gore

fizyolojik 6zellik degerlerinin daha yiiksek bulundugunu belirtilmistir (Habib vd. 2022).

Dhn3 geni, dehidrin ailesinde, LEA-2 grubunun alt iiyesi bir gen olup, embriyo
olgunlagmasi, strese maruz kalma ve eksojen absisik asit (ABA) uygulamalar: sirasinda
diizenlenerek ve kuraklik stresi ile iligkili oldugu bulunmustur. Buna gore yapilan
aragtirmalarda strese maruz kalan bitkilerde ABA igeriginin yiikseldigi goriilmiistiir. Bazi
olas1 tahmin edilen fonksiyonlar1 ise su baglama ve suyun yer degistirmesi, iyonlarin
ayrilmasi, proteinlerin ve membran yapilariin tamiri, molekiiler saperonlar, membran
sabitlenmesi ve 6zel molekiilerin niikleusdan tasinmasi olarak siralanabilmektedir. Bazi
bitkiler lizerinde yapilan ¢alimalarda ABA seviyesinin artti1 bitkilerde strese karsi
tolerans saglanirken, ABA seviyesinin diisiilk seviyede oldugu bitkilerin strese karsi

koymadig bildirilmektedir (Graether ve Boddington 2014, Giiler ve Terzi 2020)

Arpa genomunda Dhnl'den Dhn13'e kadar 13 dehidrin geni tanimlanmistir (Tommasini
vd. 2008). israil ve Urdiin'deki iki bolgede drneklenen yabani arpa (H. vulgare ssp.
spontaneum) aksesyonlarinda, diferansiyel kuraklik tolerans: ile ilgili kantitatif
farkliliklari ortaya ¢ikaran birkag Dhn transkriptinin (Dhnl, 3, 5, 6, 9) gelismis bir ifadesi
bulunmustur (Suprunova vd. 2004, Kosova vd. 2014).
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Park ve arkadaslarinin (2006) kurakliga dayanikli ve dayaniksiz olmak iizere iki arpa
cesidi iizerine yurittigii caligmada, kurakliga dayanikli genotiplerin erken gelisme
doneminde dehidrasyona tepki olarak Dhn3 ifadesini arttirdigi gézlenmistir. Bu durum
kurakliga hassas genotiplerde goriilmemistir. Transgenik bitkilerde DHN genlerinin
yiiksek seviyede ifade olmasi, cesitli abiyotik stres faktorlerine karsi toleransi arttirdigi

belirtilmistir (J. Singh vd. 2015).

Kurakliga kars1 farkli toleransa sahip iki arpa cesidinde, Cek bahar cesidi Amulet ve
Suriye landrace tirevi Tadmor'da, bitkiler azalmis tarla su kapasitesine maruz
birakildiginda diisiik molekiiler dehidrin proteinlerinde hem niceliksel hem de niteliksel

farkliliklar bulunmustur (Skodacek ve Prasil 2011).

Iki kurakliga dayanikli arpa genotiplerini iceren bir galismada, susuz kosullarda Dhn3
proteinini kodlayan genin ifadesinin arttig1 belirtilmistir (Guo vd. 2009). Ganguly ve
arkadaglarinin (2012), yaptig1 arastirmada transgenik c¢eltikte OsRab16A (DHN ailesine
ait bir gen) geninin yiiksek seviyede ifade olmasiyla don stresine karsi kontrol bitkisine

gore daha 1yi performans gosterdigini rapor etmistir.

Karami ve arkadaslar1 (2013), kuraklik altinda arpa bayrak yapraginda cesitli YnSKm
dehidrinlerinin (Dhnl, Dhn3, Dhn5, Dhn7 ve Dhn9) indiiklendigini bildirmistir. Dhn3 ve
Dhn9un goreceli ifade diizeyleri; klorofil a ve b igerikleri, ozmotik uyum, bitki
biyokiitlesi ve tane verimi ile pozitif, malondialdehit (MDA) ve elektrolit sizintisi
diizeyleri ile pozitif korelasyon gosterdigini belirtmistir. Yine ayni ¢alismada, Dhn3
(Dehidrin3) geninin, kuraklik, diisiik sicaklik ile ilgili oldugunu, ABA ve fotoperiyodik
degisikliklerle strese cevap verdigini raporlandirmistir. Dhn3 geninin bitkilerde kuraklik
kosullarina dayanim saglamasinin yanisira, bircok stres kosullarma karsi da tolerans

sagladig: bilinmektedir.

Cilek yapraklarindaki donma dayanikliliginin bugday dehidringeninin (WCOR410)
ifadesinin artmasiyla beraber gelistigi gozlenmistir (Houde vd. 2004). Celtik iizerine
yapilan bir ¢alismada, Dhn3 geninin tuz stresine karsi bitkilerde ifadesinin arttigi

belirtmistir (Al-anany vd. 2023).

40



Wehner ve arkadaslarinin (2016b), arpa (Hordeum vulgare L.) genotipinlerine kuraklik
stresi uyguladigi calismada, kuraklikla ilgili baz1 genlerin ifade profilleri incelenmistir.

Dhnl'in arpada kuraklik stresi altinda yukari regiile edildigi agiklanmustir.

Ug farkli arpa genotipinin (Golden promise, Steptoe, Morex) kuraklik stresi altindaki gen
ifadesinin arastirildigi ¢alismada, 6nceden kuraklikla ilgisi oldugu bilinen 16 aday gen
secilerek, gecici indiiklenmis gen susturma (TIGS) hedeflenmistir. Test edilen dort genin
TIGS's1, su stresi altindaki yapraklarda DsRed floresansinda dnemli dlciide daha giiglii
bir diisiisle sonuclanirken, tamamen sisen kontrol yapraklarinda hicbir etkisinin olmadig1
kaydedilmistir. Bu genler, arpa kurakligina duyarli faktér HYDRF1 (DREB2 benzeri),
dehidrin 6, LEA 3 grup iiyesi HVA1 ve sodyum/proton antiporter HYHNX1 genidir.
Hedeflenen dort transkriptin ayrica dehidrasyon stresli arpa yapragi segmentlerinde

biriktigi bulunmustur (Marzin vd. 2008).

R/

% Transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerden kuraklikla ilgili oldugu bilinen 2
gen tezde kullanilmistir. Bunlar, NAC transkripsiyon faktor ailesinden olan HYSNAC1
ve CBF/DREB transkripsiyon ailesinden HYCBF4.

HVSNAC1 geni, arpa bitkisinde bulunan, SNAC (Stress-Responsive NAC) ailesine ait bir
gendir. Bir transkript faktorii olarak islev goriir ve bu diger genlerin ifadesini diizenleme
yetenegi anlamina gelir. Stres kosullarinda aktive oldugunda, ¢esitli stres yanit1 genlerinin

ifadesini artirabilir veya diizenleyebilir.

Kuraklik stresi sirasinda, transkripsiyon faktorleri, bitki gelisim programlarinin
diizenlenmesinde ve c¢esitli streslere verilen tepkilerde rol oynayan molekiiler anahtarlar
olarak islev gérmektedir. Bu aileye ait baslica NAC, AP2/ERF, MYB, MYC, bZIP, HID-
ZIP, EAR, WRKY, HvDRF1, HYDREB, HVABF1 genleri arpanin strese cevabinda ¢ok
karsilagilmaktadir (Stockinger vd. 2007, Bhargava ve Sawant 2013, Dolferus 2014).
Cizelge 2.7°de arpada tanimlanan bazi transkripsiyon faktorleri ve tolerans gosterdigi

stres cesitleri, referans ¢alismalari ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 2.7 Arpada tanimlanan stres ile ilgili bazi1 transkripsiyon faktorleri

Arpa Transkripsiyon Tolerans Gosterdigi Stres | Referans

Faktorii Cesidi

HvDRF1 Kuraklik, tuzluluk Xue ve Loveridge, 2004
HvCBF4 Kuraklik, tuzluluk, soguk | Xu vd. 2009

HvDREB1 Tuzluluk Oh vd. 2007
HvDREB1A Kuraklik, tuzluluk James vd. 2008

HVRAF Tuzluluk Jung vd. 2007
HVSNAC1 Kuraklik Al Abdallat vd. 2014
HVWRKY38 Dehidrasyon Xiong vd. 2010

Model bitki Arabidopsis thaliana'da yaslanmay1 geciktiren NAC gen mutantlart ayni
zamanda abiyotik streslere karsi gelismis tolerans gostererek yaslanma ve stres arasinda
bir iliski oldugunu gostermektedir. NAC transkripsiyon faktorleri, ROS ve hormon
yollarinin manipiilasyonu da dahil olmak iizere farkli siirecler yoluyla yaslanmayi

diizenlemektedir (Lee vd. 2012, Wu vd. 2012).

Bitkiye 6zgii en biiylik transkripsiyon faktor ailesinden olan NAC [NAM (no apical
meristem)], Arabidopsis thaliana transkripsiyon aktivasyon faktorii (ATAF1/2) ve CUC2

gibi transkripsiyon faktdrlerini icermektedir.

Puramik ve arkadaglarinin (2012), NAC transkripsiyon faktorleri ile yaptigi calismada,
ikincil hiicre duvar1 biyosentezi, yaslanma ve biyotik ve abiyotik stres toleransi dahil
olmak ftizere bir¢ok gelisimsel siirecin diizenlenmesinde rol oynadigini belirtmistir.
Ayrica tahillarda ROS metabolizmas: homeostazisinin tegvik edilmesinde ve
diizenlenmesinde (Lee vd. 2012, Wuvd. 2012, You vd. 2013), kuraklik, soguk ve
tuzluluk streslerine kars1 tepkilerin diizenlenmesinde, patojenlere kars1 etki
gosterilmesinde (Chenvd. 2013, Sunvd. 2013), ¢oklu streslerin diizenlenmesinde

(Nuruzzaman vd. 2010) rol oynadig1 gosterilmektedir.

SNAC genleri, bitkilerin abiyotik streslere (kuraklik, tuzluluk, soguk stresi) yanit verme
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynayan bir protein ailesidir. HYSNAC1 geni, abiyotik

streslere kars1 arpa bitkisinin yanitmi diizenler. Ozellikle kuraklik, tuz stresi ve soguk
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stresi gibi kosullarda bu genin ifadesi artabilir. Stomalarin regiilasyonunda rol
oynayabilir. Stoma kontrolii, bitkilerin su kaybint ve gaz aligverisini diizenlemelerine
yardime1 olur. Bu, Ozellikle kuraklik stresi altinda énemlidir. Yine bu genin tuzluluk
stresine yanit verme mekanizmalarini diizenledigi bilinmektedir. Bu, arpa bitkisinin tuzlu

topraklarda biliylime yetenegini artirabilir (McGrann vd. 2015, Rohrig ve Dussart 2022).

Strese duyarli NAC1 (SNACI1) ile yapilan diger calismalarda, Hu ve arkadaslari (2006),
ilk olarak transgenik piringte (OSSNAC1) karakterize edilen ve bu transkripsiyon
faktoriiniin kuraklik ve tuz toleransinda olumlu bir rol oynadigi gosterilen OSSNAC1’in
strese duyarli genlerin ekspresyonunu artirarak abiyotik ve oksidatif stres toleransini
diizenledigini gdstermistir. Yine ayni transkripsiyon faktoriiniin stoma kapanmasi ve

ROS homeostazini kontrol eden genleri hedefledigi belirtilmistir (You vd. 2013).

NAC transkripsiyon faktorii ailesinden OSSNAC1’in ortolog arpa geni HYSNAC1'in asir1
ekspresyonunun da arpa bitkilerinde kurakliga toleransi arttirdig1 gozlemlenmistir (Al
Abdallat vd. 2014). HYSNAC1 transkripsiyon faktoriiniin yapilan bir baska ¢alismada asiri
ekspresyonu sonucu, arpada kurakliga dayaniklilig: arttirmasi yaninda Ramularia collo-
cygni mantar kolonizasyonu sonucu olugan Ramularia yaprak lekesi semptomlarinin

siddetini azalttig1 belirtilmistir (McGrann vd. 2015).

Giirel ve arkadaslarinin (2016) yaptigi ¢alismada, HYSNAC1'in asir1 ekspresyonunun,
transgenik arpa bitkilerinin farkli gelisim asamalarinda yabani tip ve hatta ekili arpa ile
karsilastirildiginda daha yiiksek bir kuraklik toleransi ortaya koydugunu gostermistir.
Bunun nedeninin, HvVSNAC1'in bitkinin su durumunu iyilestirmesi, fotosentetik
aktiviteleri artirmasi, biyolojik verimi tesvik ederek su kaybimi azaltmasi olarak

bildirilmistir.

HVCBF4 geni, soguk stresine karsi yanit veren bir gen olarak bilinse de, kuraklik stresi
ile de iliskilendirilmistir. Bu genin kuraklik stresine karsi arpa bitkisinin yanitini
etkiledigi ve kuraklik dayanikliligini artirdigi belirtilmistir. Buna ek olarak, ABA adi
verilen bir fitohormonun yanitin1 diizenleyebilir. ABA, kuraklik stresi kosullarinda

tiretilir ve bitkilerin suyu daha verimli kullanmalarina yardimci olur. HYCBF4 geni, ABA
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yanitin1  etkileyerek bitkinin kuraklik stresine daha iyi adapte olmasina katkida
bulunabilir. HYCBF4 ve benzeri genler, stomalarin regiilasyonunda rol oynayabilir.
Stomalar, bitkilerin su kaybini kontrol etmelerine yardimci olur. HVCBF4 geninin
etkisiyle, stomalarin kapanmasi ve su kaybinin azaltilmasi saglanabilir. HYCBF4 geninin
icinde oldugu, transkripsiyon faktorleri igerisinde olan CBF/DREB ailesinin hiicredeki
gorevi, genlerin ekspresyonunu diizenlemek, sinyal yollarinda islev gérmek, bitkilerde
diisiik sicaklik, kuraklik ve tuzluluk toleransi ile ilgili sinyal iletim yollarinda rol

oynamak olarak tanimlanmistir (Morran vd. 2011, Wu vd. 2011).

HVCBF4 geni ile kuraklik arasindaki iligki, genellikle bitkilerin su stresine ve abiyotik
streslere kars1 yanit verme mekanizmalarini anlamak ve bitkilerin daha dayanikli hale
getirilmesine yonelik c¢alismalarda arastirilmistir. Bu genin ifadesinin artirilmasi,
bitkilerin kuraklik kosullarina kars1 daha iyi adapte olmalarina ve daha yiiksek kuraklik
dayanikliligina sahip olmalarina katkida bulunabilir (Cai vd. 2022).

Ozgiin niikleotid dizisine (5'-TACCGACAT-3") sahip DRE ilk defa kurakliktan sorumlu
rd29A geninin promotdriinde tanimlanmistir (Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki 1994).
DRE elementi kuraklik ve yiiksek tuzluluk kosullarinda rd29A geninin hizli bir sekilde
anlatimin1  saglamaktadir. DRE’ye baglanan proteinlerden DREBI ve DREB2
transkripsiyon faktorleri, DRE elementini tasiyan haberci (reporter) genin

transkripsiyonunu saglamaktadir (Kizis vd. 2001).

Bir¢cok bitki ¢esidinde de CBF3 ve CBF4'in ekspresyonunun kuraklik ve tuzluluk
stresiyle arttig1 belirtilmistir (Haake vd. 2002). Skinner ve arkadaslari tarafindan (2005),
arpada HvVCBF1, HYCBF3 ve HVCBF4 alt grubu olarak siniflandirilan en az 20 CBF geni
tespit edilmistir. Ornegin arpa HVCBF4 geni, Arabidopsis, Vitis vinifera ve Vitis
riparia'da CBF/DREB1'e yakin homolog bir proteini kodladig1 belirtilmistir (Xiao vd.
2008).

Arabidopsis thaliana’da bulunan DRE bagimli CBF/DREBI transkripsiyon faktoriinii
kodlayan gen ile arpada bulunan HvCbf3’ii kodlayan genin benzer oldugu bildirilmistir
(Choi vd. 2002).
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Bir arpa geni olan HVCBF4’iin izole edilerek yapilan ¢alismada, transgenetik celtik
bitkilerinde HYCBF4’iin asir1 ekspresyonu sonucu olarak herhangi bir gelisme geriligi
olmadan kurakliga, yiliksek tuzluluk ve diisiik sicaklik stresine karsi tolerans artigina

neden oldugu bildirilmistir (Oh vd. 2007).

Transgenik ¢eltikte yapilan bir ¢alismada, HVCBF4'i ifade eden transgenetik celtik
bitkilerinin kuraklik stresine karsit kontrol grubu olan transgenetik olmayan bitkilere
kiyasla daha dayanikli olduklarini bildirmislerdir. Ayrica, bu bitkilerin kontrol grubuna
gore fotosentez kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu ve stres kosullarina yanit veren

genlerin (>400) regiilasyonunun arttigin1 vurgulamislardir (Lourengo vd. 2011).

HVCBF4 genlerinin arpada abiyotik stres kosullarina karst 6nemli rol oynadigi yapilan
bir¢ok calismada bildirilmistir HYCBF4 geninin Tibet yabani arpasinda tuzluluk toleransi
ile dnemli oranda iligkili oldugu, tuzlulukla ifadesinin arttig1 bulunmustur (Wu vd. 2011).
Arpada HVCBF4'lin kopya sayisinin arttigi genotiplerde dona dayanikliligin da dogru
orantil olarak arttig1 bulumustur (Francia vd. 2016).

Arabidopsis thaliana’da bulunan DRE bagimli CBF/DREBI transkripsiyon faktoriinii
kodlayan gen ile arpada bulunan HvCbf3’i kodlayan genin benzer oldugu Choi ve

arkadaslar1 (2002) tarafindan bildirilmistir.

%+ Strese toleransta ifadesi degisen bir baska gen grubu, 1s1 sok proteinleridir (Hsp).
Bu gruptan HSP17.8 geni tezde kullanilmustir.

HSP17.8 geni, abiyotik streslere karsi bitkilerin yanit verme mekanizmalarinin bir pargasi
olarak ifade edilen bir sicaklik sok proteinidir (heat shock protein, HSP). Ayrica "small
heat shock protein (sHSP)" olarak da adlandirilir. HSP17.8 bitkilerin stres kosullarina
kars1 dayanikliligin1 artirmada 6nemli bir rol oynarlar. Bu proteinler, proteinin yanlis
katlanmasin1 veya toplanmasini dnledikleri i¢in kontrol ve stres kosullar altinda protein
islevselligini saglar. Ayrica normal biiylime, gelisme ve cesitli streslere yanit icin ¢ok

onemlidir (Wu vd. 2022, Ghouili vd. 2023).
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Bitkilerin birgogunda HSP’lerin kuraklik stresi ile indiiklendigi goriilmiistiir. Bugdayda
yapilan kuraklik ¢aligmasinda, stresin 7. giinii taze agirlik, kuru agirlik ve su iceriginde
diisme, kuraklik stresi ile ilgili olan APX1, SAMS1 ve HSP17.8 genlerinin ifadesinde
artma oldugunu gézlemlenmistir (Kasim vd. 2012). Transgenik Arabidopsis bitkisinde
kuraklik ve tuzluluk stresi etkilerini ¢alistiklari arastirmada AtHSP17.7 geninin ifadesinin
arttigin1 ve bitkiyi kuraklik ve tuzluluk stresine karsi tolere ettigi saptanmigtir (Sun vd.
2001).

Guo ve arkadaslar1 (2009) arpanin (Hordeum vulgare L.) kuraklik stresine
adaptasyonundaki genetiksel cevabini tanimlamak i¢in, mikroarray yontemi kullanarak
stres altindaki yapraklarin transkripsiyonel degisimlerini belirlemistir. Bunun igin
kurakliga toleransli Martin ve Hordeum spontaneum 41-1 (HS41-1), kurakliga hassas
Moroc9-75 genotiplerini kullanmiglardir. Kuraklik stresi altinda sadece 17 gen, toleransh
bu iki ¢esit tarafindan ifade edilmistir ve bu genlerin kodladig1 proteinlerin kuraklik
stresine toleransi arttirdigi bulunmustur. Bu artis1 gergeklestirdigi mekanizmalar; 1.
Karbon metabolizmasiyla stomalarin kapanmasinin kontrolii (NADP malik enzim, NAD-
ME ve piruvat dehidrogenaz, PDH), 2. Osmoprotektan glisin betain sentezi (C-4 sterol
metil oksidaz, CSMO), 3. Reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 koruyucu sentezi (aldehit
dehidrogenaz, ALDH, askorbit bagl oksidorediiktaz, ADOR), 4. Membranlarin ve
proteinlerin stabilizasyonu (1s1-sok proteinlerinden 17.8, HSP17.8 ve dehidrin 3, DHN3)
olarak ifade edilmistir. Ayrica kuraklik stresi altinda bu 17 genin Moroc9-75 genotipine
gore Martin ve HS41-1 genotiplerinde daha fazla ifade oldugu saptanmis ve kuraklikla
iligkili oldugu belirtilmistir.

Cocetta ve arkadaslarinin (2022) yaptigi calismada, bazt HSP'lerin bitki gelisimi sirasinda
rol oynadiklarini 6ne siirerken, HSP 70 ve kiiciik 1s1 soku proteini (sHSP) gibi diger
HSP'lerin 1s1 stresi altinda yukari regiile edildigini, bu da bunlarin 1s1 stresi dahil abiyotik

strese kars1 koruyucu bir islev sergilediklerini 6ne siirdiiglinii belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Projede stres tolerans farkliliklarini genom diizeyinde yakalamak amaciyla, Ankara Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisi (TARM) Arpa Islah Birimi’nden Tarm92,
Avc12002, Misket ve Sayim40 cesitleri; yine Arpa Islah Birimi koleksiyonundan
Hordeum spontaneum yabani formu (HSPON (NE)-5) temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerin tarla ve iklim odalarinda yetistirilmesi

TARM Gélbasy/ikizce arazilerinde gesitlerin ekimi yapilmus, genotipler arasi farkliliklar
ve Ozellikler gozlenmistir. Hasat sonunda tek basaklardan elde edilen tohumlar uygun

kosullarda saklanarak stres uygulamasi i¢in kullanilmigstir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Hasat donemi tarla fotograflari
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Yine TARM arpa 1slah biriminden elde edilen tohumlar saksilara ekimi yapilarak, 20-
22°C’de 16 saat giindiiz ve 17-19°C’de 8 saat geceden olusacak sekilde iklim odalarina
yerlestirilmistir. Soguklanma istekleri iklim kabinlerinde 4°C de 1 ay tutularak saglanmas,
sonrasinda saksilarin yarisi iklim odasina yarisi seraya aktarilmistir. Bakimlar1 yapilan ve
olgunlagan bitkilerin basaklari hasat edilmistir. Daha sonra hasat edilen basaklar
harmanlanarak, 5 genotipe ait tohumlar stres uygulamasina kadar uygun kosullarda

muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Sera ve iklim odasinda yetistirilen arpa genotipleri

3.2.2 Kuraklik stresi kosullarinin olusturulmasi

Arastirmada kullanilacak c¢esit ve hatlara ait tohumlarin, gen ifadesini etkileyecek
olumsuz ¢evre kosullarini ortadan kaldirabilmek ve her genotip i¢in aym sartlar

saglayabilmek i¢in iklim odasinda yetistirilerek, stres uygulanmasina karar verilmistir.
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Saksilara koyulacak toprak miktarinin belirlenmesi, toprak igerisindeki bagil suyun ve
stres uygulamasi sirasinda topragin igesinde kalan suyun olciilebilmesi ¢aligmanin diger
basamaklarinin dogru verilerle ilerleyebilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Bunun igin
literatiir arastirmalar1 yapilmis ve Peach ve Simonis (1952)’in yaklasimi modifiye

edilerek farkli denemeler kurulmustur.

Bu kapsamda,

-Saksilar her paketten karisik olacak sekilde se¢ilmis, tartilmis ve daralari alinmistir (2
numarali, 1s1ya dayanikli plastik saksi)

-Toprak farkli gramlarda ve tekerriirlii olacak sekilde tartilarak saksilara eklenmistir
(Tiim saksilara ayni paketteki torf kullanilmistir)

-Toprak suya doyurulmus ve 6 saat bekledikten sonra saturasyon agirlig1 dl¢iilmiistiir.
-Topragin kurumasi i¢in 100°C’ye ayarlanmis etiivde 48 saat bekletilmistir. 2 giiniin
sonunda kuru agirlik 6l¢iilmiistiir.

-%100’lik su kapasitesinin eldesi i¢in saksi saturasyon agirligindan saksi kuru agirligi
¢ikartilmistir.

-Farkli gramda topraklarla deneme kurularak hata pay1 en aza indirilmistir. Her gram
toprak i¢in %100, %70, %50, %20 su icerikleri hesaplanmis, ¢alismanin devaminda her
bir saksi i¢in su igeriklerinin ayarlanmasinda bu hesaplamalardan faydalanilmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Toprak su kapasitesinin hesaplanmasi

Toprak Saks1 Su oram Sulama Toplam (Saksi+Toprak)
%100 161 mi 248 gr
%70 113 mi 200 gr

60 gr 27 gr %50 80,5 ml 167,5gr
%20 50 ml 137 gr
%10 25 ml 112 gr
%5 13 ml 100 gr
%100 214 ml 321 gr
%70 150 ml 257 gr

80 gr 27 gr %50 107 ml 214 gr
%20 43 ml 150 gr
%10 21 ml 128 gr
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Bu metadoloji arpa kuraklik ¢aligsmalarinda izlenen standardize edilmis bir metadolojidir
(Guo vd. 2009, Wehner vd. 2016a). Calisma sonuglarinin yurt digindaki ¢alismalarla

saglikli sekilde mukayese edilebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

3.2.3 Bitkilere kuraklik stresi uygulamasi

Toprak su kapasitesinin optimizasyonu saglanip, degiskenlere gore hesaplamalar
yapildiktan sonra stres uygulamasi i¢in deney seti hazirlanmistir. Her bir saksinin darasi
alinmis ve toprak miktar1 ayarlanarak numaralandirilmistir. Fiziksel sartlarin farkli
zamanlarda degiskenlik gosterebilmesinden dolayr 5 genotip ayni anda denemeye
almmustir. Saksilara 1°er tohum olacak sekilde ekim gergeklestirilmistir. Iklim odasindaki
yetistirme kosullar1 20-22°C’de 16 saat glindiiz ve 17-19°C’de 8 saat geceden olusacak
uzun gilin periyodu seklinde ayarlanmistir. Tiim bitkiler 15 giin (proje i¢in belirlenen siire)

%70 toprak su igerigi olusacak sekilde uygun hacimde sulanmustir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Stres uygulamasindan 6nce bitkilerin yetistirilmesi

15. glinden sonra (erken fide donemi) 5 genotipe ait saksilar kuraklik stresi uygulamasi
icin kontrol ve stres grubu olarak iki bolime ayrilmistir. Stres grubuna sulama
yapilmazken, kontrol grubundaki bitkiler iki giinde bir tartilarak, su kapasitesi %70
olacak sekilde sulanmistir. Analizler {i¢ tekrarli ve kontrol grubu ile paralel ilerlemistir.

Bu analizlerin zamani toprak su kapasitesine gore belirlenmistir.
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Ornek alim zamanlari;

Stres grubunda sulamanin kesildigi giin (15 giinliik bitki)
Stres grubunda toprak su kapasitesinin %50’ye diistiigii giin
Stres grubunda toprak su kapasitesinin %30’a diistiigii giin
Stres grubunda toprak su kapasitesinin %20’ye diistigii giin

AR NEE NI NERN

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %10’a diistiigi giin

Biiyiime konisinin ve yapraklarin kurumasiyla analizler durdurulmustur. Her grup i¢in
kuraklik indikatorii olan bazi analizler ger¢eklestirilmistir. Bunlar, morfolojik (fide boyu,
taze ve kuru agirlik), fizyolojik (yaprak turgur agirhgi ve yaprak klorofil igerigi),
biyokimyasal (prolin igerigi) ve molekiiler (HVAL, Dhn3, HYSNAC1, HVCBF4, HSP17.8)

bazi 6l¢iimleri icermektedir.

3.2.4 Morfolojik olciimler

Fide uzunluklari: Kontrol ve kuraklik uygulamasi yapilan gruplardan fide uzunluklari

Olclilmiistiir (cm).

Taze ve kuru agirhiklar: Bitkilerin toprak istiinde kalan kisimlari hassas terazide
tartilarak yas agirliklart alinmis ve 70°C’de 48 saat etiivde kurutularak kuru agirliklar:
belirlenmistir. Taze agirlik tolerans1 (TATI) ve kuru agirlik tolerans indeksi (KATTI)

asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

TATI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin taze agirligi/Kontrol bitkilerinin taze agirligi)
x 100

KATI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin kuru agirligi/Kontrol bitkilerinin kuru agirligi)
x100
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3.2.5 Fizyolojik ol¢iimler

Yaprak bagil su icerigi: Bitkilerin tam olarak gelismis 2. yapraklari alinarak tartilmus,
taze (yas) agirlik (mg) olarak kaydedilmistir (Y.A). Yapraklarin turgor haline gelmesi
icin, distile suyla 1slatilmig filtre kagitlarinin arasinda 1 giin bekletilmistir. Tartimdan
once su damlaciklart kurulanarak turgor agirliklari ol¢tilmistiir (T.A). Sonra yapraklar
70°C etiivde 48 saat bekletilerek kuru agirliklart belirlenmistir (Y.K.A). Asagidaki
formiile gore ‘yaprak bagil su igerigi’ hesaplanmistir (Cseuz vd. 2002). Olgiimler 0.001

g hassasiyetle analitik terazi kullanilarak yapilmstir.

B.S.1. (%): [Y.A-Y.K.A]/[T.A-Y.K.A] x 100

Yaprak klorofil icerigi: Her bitkinin, farkli yapraklarindan toplamda 3 deger olacak
sekilde Konika Minolta Spot Meter cihazi ile dl¢limleri yapilmistir, dl¢lim degerinin
ortalamas1 SPAD cinsinden o tekerriiriin degeri olarak verilmistir (Oncel ve Keles 2003)
(Sekil 3.4).

3.2.6 Biyokimyasal 6l¢iim

Prolin miktar tayini: Prolin miktar tayini i¢in dncelikle ¢alisilacak 6rnek sayisina gore
¢ozelti hazirligt planlanmistir. 25 6rnek i¢in 6M ortofosforik asit ve %3 liik siilfosalisilik
asit hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin kullanilacagi ninhidrin asit ¢dzeltisi i¢in, 0,8438 gr
ninhidrin alarak 20,25 ml glisiyal asetik asit ile seyreltilmis, 60°C su banyosunda
ninhidrinin erimesi saglanmistir. Uzerine daha once hazirlanan 13,5 ml 6M’lik
ortofosforik asit ilave edilerek karistirilmistir. Prolin stadartlarin hazirlanmasi icin; 0, 5,
12.5, 25, 37.5, 50, 75, 200 umol/prolin igeren standartlar siilfosalisilik asit kullanilarak

hazirlanmustir.
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Sekil 3.4 Stres ve kontrol grubu, morfolojik ve fizyolojik ¢aligmalari

S1v1 azot ile pargalanan arpa yapraklar: 0.2 gr olacak sekilde ol¢lilmiis, iizerine %31k
stilfosalisilik asitten 4 ml eklenerek ezilmis ve 25°C 13.000 rpm’de 15 dk
santrifiijlenmigtir. Santrifiij sonrasi tiiplerden 1 ml ¢ekilerek iizerine 1 ml ninhidrin
¢ozeltisi, 1 ml glasiyal asetik asit eklenmistir. Daha d6nce hazirlanan standartalara da 1 ml
glasiyal asetik ve 1 ml ninhidrin eklenmistir. Tiim 6rnekler 100°C su banyosunda 1 saat
bekletilmistir. 1 saat sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in tiipler buzda tutulmustur.
Soguyan tiipler 2 ml toliien ile ekstrakte edilmistir. Once standartlarin sonra 6rneklerin
UV Spektrofotometre cihazinda, 520 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur
(Bates vd. 1973) (Sekil 3.5).

Elde edilen verilerin, istatistik analizi Graphpad Prism 9.0.0.121 yazilimi ile Multiple t-

testi uygulanarak grafikler olusturulmustur.
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Sekil 3.5 Prolin 6lgiim islemleri

3.2.7 Gen ifade profillerinin incelenmesi

RNA izolasyonu

Stres ve kontrol gruplarina ait arpa yapraklari sivi azot ile parcalanarak, RNA izolasyon
asamasina kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Izolasyon igin, Invitrogen™ PureLink™

RNA Mini Kit kullanilmustir. Izolasyon, kitin protokoliine gére gergeklestirilmistir.

S1vi azot ile toz haline getirilen 6rnekler 100 mg olacak sekilde ependorflara aktarilmistir.
Protokole gore drnek sayisi kadar hesaplama yapilarak, Liziz Buffer’a %1°lik 2-mercapto
eklenmigtir. Hazirlanan liziz bufferdan, her bir 6rnege 600 pL koyulmus ve pipet
yardimiyla ezilmistir. 12.000 x g’de santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni tiiplere
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aktartlmigtir.  Aktarilan miktarin 1.5 kati kadar %70’lik ethanol eklenerek
vortekslenmistir. Yeni toplama tiipleri alinarak i¢lerine filtre kolonu yerlestirilmis, 700
pL karigim filtre kolonuna eklenmistir. 12.000 x g’de 15 saniye santrifiij yapilarak, kalan
miktarlar i¢in iglem tekrarlanmistir. Toplama tiipiindeki sivi uzaklastirilmais, filtre tekrar
tiipe yerlestirilmistir. Uzerine 700 pL Wash Buffer I koyularak, santrifiij edilmistir. Siv1,
koleksiyon tiipii ile atilarak, yeni koleksiyon tiiplerine filtreler yerlestirilmistir. Daha
onceden igerisine ethanol koyularak karistiritlan Wash Buffer 11, yeni koleksiyon tiiplerine
yerlestirilen filtrelerin lizerine 500 pL olacak sekilde eklenmistir. 12.000 x g’de 15 sn
santrifiijiin ardindan, Wash Buffer II ile yikama islemi birkag¢ kez tekrar edilmistir. Yeni
ependorf tiiplerine yerlestirilen filtre kolonlarinin tizerine 50 pL RNaz igermeyen ddH,0
eklenmistr. 1 dk oda sicakliginda bekledikten sonra 12.000 x g’de 2 dk santrifiij
edilmistir. Filtreler atilarak RNA’lar kalite ve miktar 6l¢iimleri i¢in hazir hale getirilmistir
(Sekil 3.6).

Sekil 3.6 RNA izolasyonu

RNA kalite ve miktar tayini

RNA’larin kalite ve miktar tayinleri NanoDrop™ Lite Spectrophotometer cihazi
kullanilmistir. Olgiim sonrast RNA’lar %1.5°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
Ol¢lim sonuclar1 dogrulanmustir. Jel i¢in; Tris-asetik asit EDTA (TAE) tamponuna, 4 pL.
EtBr jel boyasi eklenerek elektroforez tankina dokiilmiistiir. 4 pL RNA, 2 uL DNA jel
yiikleme boyasi (DNA loading dye) ile karistirillarak jele yiiklenmis ve 120 voltta 40
dakika yiirtitiilmiistiir. UV-jel goriintiisii sistemi ile goriintiiler elde edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 RNA kalite ve miktar tayini

cDNA sentezi

Gen ifadesini 6lgmek i¢in tek iplikli RNA 6rnekleri cDNA’ya doniistiiriilerek c¢ift iplikli
hale getirilmis ve gRT-PCR analizlerinde kullanilmistir. RNA orneklerinden cDNA
olusturmak i¢in Bio-Rad iScript™ cDNA Sentez kiti kullanilmistir. Oncelikle RNA
miktarlari, 1000 ng/ul RNA konsantrasyonuna denk gelecek sekilde hesaplanmis, tim
ornekler ayni oranda RNA icerecek sekilde hazirlanmistir. Steril PCR tiiplerine, 5x
iScript reaksiyon karigtmindan 4 pl, iScript reverse transcriptase enziminden 1 pl
eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanacak sekilde RNA Ornek miktarlar1 RNase
icermeyen su ile tamamlanmistir. Thermalcycler PCR cihazina yerlestirilen RNA’lara

cizelge 3.2°de verilen dongili basamaklar1 uygulanmistir.
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Cizelge 3.2 cDNA PCR dongii basamaklari

Islem PCR basamaklar
Primer baglanmasi 25°C /5 dakika
Ters transkripsiyon 46°C / 20 dakika
RT inaktivasyonu 95°C /1 dakika
Sogutma (Opsiyonel) 4°C / smirsiz

ifade profilleri incelenen genler ve primer tasarimm

Literatiir ¢aligmalar1 sonucunda kuraklik stresi ile ilgili HVALl, Dhn3, HvSNACI,
HvCBF4, HSP17.8 genleri belirlenmistir (Babu vd. 2004, Checker vd. 2012, Guo vd.
2009, McGrann vd. 2015, Oh vd. 2007). Gen ifade seviyelerinin karsilagtiritlmasi igin
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH) geni, referans gen (Housekeeping
gen) olarak se¢ilmistir (Ghani vd. 2013, Zhu vd. 2020). Belirlenen bu 5 gen ve referans

gene ait primer dizilimleri gizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3 ifade profilleri incelenen genler ve primer dizileri

Gen Adi | GenBank ID | Primer Dizilimi S:yzm
F.5-GTG TAA GTT TGC CTC CGA TTT G-3° 22
HVAL X78205.1 R:5-CGAGTG TCCTCG TTATCC ATT TA-3’ 23
F: 5-CCA GCT CGG TGC GTA TAT TT-3° 20
Dhn3 AFIBIASS R S CAGTCGTTGATGCTTTCTCATTCY | 23
F:5-GGT TGATTT T T GAT TCT G-3° 22
HVSNACL | JF796150 R: 55?:?(: ch cTC (é?'T (égT <(:3TT GTCT-3G’ : 21
F:5"-GTC GAG ACA CCA ATA CCA CTATG3' | 23
HvCBF4 AY785851 R: 5’-AGA GGA ACA CAA CAC AAC TAT GTA-3* | 24
F: 5-GCC AAG AAA CCC GAG ATC AA3' 20
HSP17.8 | AK308988 | < CCC ATA TCC ACA CCA GCT AAA G 22
F:5-GTT GGC AAG GTG CTC CCA GA-3’ 20
GADPH | XMO4S099798 |4 - G CT CAT AGG TGG CTG GCT TG 20

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda (qRT-PCR) kullanilmak {izere secilen
genlere ait spesifik primerler tasarlanmistir. Caligmada internal kontrol olarak GADPH
geni (GenBank ID: XM045099798.1) kullanilmistir. Genlerin, NCBI veri tabani

araciligiyla (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) transkriptom (CDS) verilerinden
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elde edilen dizileri kullanilarak Integrated DNA Technologies (IDT), PrimerQuest Tool

(https://www.idtdna.com) araciliiyla primer tasarimi yapilmistir.

gRT-PCR (Real-Time PCR) gen ifade analizi

gRT-PCR reaksiyonlar1 i¢in iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad)
kullanilmigtir. Reaksiyon parametreleri Biiyiik vd. (2019) tarafindan optimize edildigi
sekilde uygulanmistir (Cizelge 3.4). Hacimler her bir 6rnek i¢in hazirlanmistir. Kurulan
her reaksiyon i¢in 2 negatif kontrol tiipe eklenmis, cDNA miktar1 kadar saf su

konulmustur.

Cizelge 3.4 gRT-PCR reaksiyon bilesimi

Reaktif Hacim
2x SYBR Green Mix Sul
10 uM Forward Primer (ileri) 0,5 ul
10 uM Revers Primer (Geri) 0,5 ul
cDNA 1l
H20 3ul

Reaksiyonlar Mic (Magnetic Induction Cycler) qRT-PCR (Biomolecular Systems)
kullanilarak ¢izelge 3.5’de belirtilen dongii basamaklarinda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.5 qRT-PCR asamalar1

islem Sicaklik Déngii
On denatiirasyon 95°C 30
Denatiirasyon 95°C 15
Primer uzama/baglama 60°C 30
Erime egrisi analizi 60°C - 95°C

SYBR Green reaksiyonlarinin ardindan istenen olas1 bir primer dimerinin varligini ve
reaksiyon kalitesini test etmek amaciyla Erime Egrisi Analizi gerceklestirilmistir.

Protokole gore 40 dongii ile reaksiyon tamamlanmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 gRT-PCR islemleri

gRT — PCR verilerin analizi

Elde edilen gRT-PCR verilerinin analizi i¢in, goreceli bir kantifikasyon stratejisi olarak
2-2ACt yontemi kullanilmustir (Livak ve Schmittgen 2001). Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GADPH) geni referans gen olarak segilmis ve bagil gen ekspresyonlari
belirlenmistir. Reaksiyonda her 6rnege ait floresan degerinin artisa gectigi yani PCR
irtiniiniin artmaya basladig1 esik dongiisii olarak adlandirilan Ct (Cycle treshold/dongii
esigi) degerleri normalize edilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri, GADPH referans genine
oranlanarak kontrol ile stres zaman periyodlarinin birbiriyle karsilastirilmasiyla
belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde ANOVA testi uygulanmis, p degerleri
belirlenmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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4. BULGULAR

4.1 Arpa Genotiplerinin Kuraklik Stresine Morfolojik ve Fizyolojik Tepkileri

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum (HSPON (NE)-5)
genotiplerine ait tohumlar saksilara ekilmis, toprak su kapasitesi (TSK) %70 olacak
sekilde iklim odasinda yetistirilmistir. 15 giinlik erken fide donemindeki bitkilerde
sulama kesilmis ve strese tepkileri takip edilmistir. Analizlerin zamani toprak su

kapasitesine gore belirlenmistir. Ornek alim zamanlari;

Stres grubunda sulamanin kesildigi giin (15 giinliik bitki)
Stres grubunda toprak su kapasitesinin %50’ye diistiigii giin
Stres grubunda toprak su kapasitesinin %30’a diistiigii giin

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %20’ye diistigii giin

ASERNEE N NERN

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %10’a diistiigi giin

Her grup igin kuraklik indikatorii olan bazi analizler, ti¢ tekerriirle, kontrol grubuna
paralel olarak gerceklestirilmistir. Bunlar, morfolojik 6l¢timlerden, fide boyu ve taze/kuru

agirlik; fizyolojik dl¢limlerden yaprak bagil su igerigi ve yaprak klorofil i¢erigidir.

Fide uzunluklari cm cinsinden belirlenmis, degerler ortalama olarak verilmistir.

Bitkinin toprak iistiinde kalan kisimlarindan taze agirliklart hem gr olarak hem de taze
agirlik tolerans indeksi (TATI) olarak hesaplanmis, ortalamalar1 alinarak % cinsinden
kaydedilmistir. Bitkinin toprak iistiinde kalan kisimlarindan kuru agirliklart hem gr olarak
hem de kuru agirlik tolerans indeksi (KATI) olarak hesaplanmis, ortalamalari alinarak %

cinsinden kaydedilmistir.

Yaprak bagil su igerigi analizi (Leaf Relative Water Content, LRWC) i¢in, gelismis 2.
yaprak kullanilmis, 6l¢iimler gr cinsinden kaydedilmistir. Sonuglar formiiliize edilerek

ortalamalar1 alnmis % cinsinden kaydedilmistir (BSI).
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Yaprak klorofil igerigi, yapragin 3 farkli noktasindan klorofilmetre (SPAD) kullanilarak

Ol¢iilmiis, ortalamasi alinmigtir. Sonuglar ¢izelge 4.1. de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Stres grubu morfolojik ve fizyolojik dlgtimler

Ad1 TSK | Fide Taze TATI | Kuru KATI | BSI (%) | SPAD
Uzunlugu | Agirhk | (%) Agirlik | (%)
H.spontaneum 33cm 0,52 gr 100 0,065 gr | 100 %86,69 41,85
Avci12002 32,2cm 0,532gr | 100 0,074 gr | 100 %82,78 36,14
Tarm92 %70 | 33,25cm 0,604 gr | 100 0,081 gr | 100 %90,10 44,89
Misket 32cm 0,702 ¢gr | 100 0,105 gr | 100 %91,12 46,55
Sayim40 34 cm 0,653 gr 100 0,087 gr | 100 %90,75 43,17
H.spontaneum 33,2cm 0,537gr | 9581 |0,071gr | 92,20 | %87,40 40,17
Avci2002 33cm 0,54 gr 93,10 | 0,076¢gr | 95 %83,65 36,57
Tarm92 %50 | 33,5cm 0,69 gr 100,4 | 0,0884¢r | 97,77 | %89,01 44,78
Misket 32,5cm 0,725gr |101,1 | 0,109gr | 110,1 | %91,04 45,96
Sayim40 34,2 cm 0,697¢gr |99,42 | 0,089gr | 97,80 | %87,21 43,13
H.spontaneum 34 cm 0,604gr | 94,15 | 0,084gr | 96,55 | %62,63 39,75
Avci2002 33,7cm 0,61 gr 80,15 | 0,098gr | 96,07 | %50,76 32,14
Tarm92 %30 | 34,6 cm 0,876 gr | 97,98 | 0,138gr | 96,50 | %60,37 39,98
Misket 33¢cm 0,801gr |9423 |0,133gr | 97,08 | %57,16 40,12
Sayim40 34,75 cm 0,763gr | 94,37 | 0,1299gr | 96,26 | %56,00 38,98
H.spontaneum 34,2 cm 0,301gr |38,39 |0,0449r | 32,83 | %20,15 35,89
Avci2002 34 cm 0,238gr | 28,29 | 0,048¢gr | 34,78 | %14,81 20,85
Tarm92 %20 | 35cm 0,358¢gr | 39,73 | 0,091gr | 49,72 | %18,91 32,12
Misket 33,8cm 0,31 gr 33,95 | 0,0859r | 44,27 | %18,79 31,11
Sayim40 35 cm 0,293gr [3352 |008gr |4232 | %1865 | 30,54
H.spontaneum 34,35cm 0,154 gr 17,99 | 0,022¢r | 1549 | %15,63 23,453
Avci12002 34,2 cm 0,1489gr | 16,55 | 0,018gr | 12,32 | 9%8,648 11,721
Tarm92 %10 | 35,25cm 0,2595gr | 27,51 | 0,047 gr | 24,73 | %12,31 17,451
Misket 34,1 cm 0,1745¢gr | 18,62 | 0,04gr | 20,51 | %11,45 16,861
Sayim40 3525cm | 0,20359gr | 21,90 |0,043gr | 2216 | %1150 | 15,957

Morfolojik ve fizyolojik dl¢timlerin grafikleri R (version 4.2.3) (R Core Team, 2021) ve
RStudio (version 2023.06.1+524) (RStudio Team, 2020) programlar1 kullanilarak
yapilmustir. 5 genotip farkli 6rneklem zamanlariyla ayni grafikte degerlendirilmis, yine
ayni grafik ile kontrol gruplariyla kiyaslanmistir. Sekillerde gosterilmistir. Ayrica
morfolojik ve fizyolojik olgtimlerin, kontrol ve stres uygulanan arpa genotiplerindeki
farkliligin anlamli olup olmadigin1 bulmak amaciyla R istatistik programi kullanilarak t-

test yapilmustir, ¢izelgelerde gosterilmistir.
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4.1.1 Fide uzunluklari

Kuraklik stresinin etkili oldugu, toprak su kapasitesinin %20 oldugu zamandaki bitki
boylar1 kontrol grubuyla degerlendirildiginde, Sayim40 ¢esidinin fide boyunun 34,1 cm,
kontrol grubunun 39.4 cm; Avc12002 ¢esidinin fide boyunun 34.2 cm, kontrol grubunun
39 cm; yabani form olan H. spontaneum genotipinin fide boyunun 34,35 cm, kontrol
grubunun 39,3 m; Tarm92 ve Misket c¢esitlerinin fide boyunun 35.25 cm, kontrol
gruplarinin 40 ve 40.1 cm oldugu kaydedilmistir. Kontrol ve stres gruplarinin fide boylar1
degerlendirildiginde, stres grubunda biliylimenin azaldigi, kurakliktan etkilendigi

kaydedilmisgtir. (Sekil 4.1).
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321
70 50 30 20 10 70 50 30 20 10
Toprak su orani (%) Toprak su orani (%)
Avci2002 — H.spon. Misket =— Sayim40 — Tarm92

Sekil 4.1 Stres (A) ve kontrol (B) grubu fide uzunluklar

Toprak su kapasitesi %50 ve %30’a diistiigli zaman kontrol ve stres gruplarindaki bitki
boyu istatistiksel olarak karsilastirildiginda bir fark bulunmazken; toprak su kapasitesi
%20 ve %10’a distigiinde farkliligin anlamli oldugu (p<0.05) bulunmustur. Fide
uzunluklarinin, stres altindaki genotiplerle kontrol gruplarinin karsilastirilmasi ¢izelge

4.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Fide uzunluklar1 kontrol/stres grubu karsilastiriimasi

Adi TSK | Grupl | Grup2 | Istatistik Sd p degeri | Anlamlihk
(t-degeri) derecesi
£ %50 -2.57307 | 2.624025 |  0.471 ns
% %30 2 g -2.44949 4 0.3525 ns
é %20 » ¥, -15.92168 4 0.000455 ok
T %10 -18.59886 | 3.908575 | 0.0002915 ok
o %50 -0.6432675 | 2.624025 1 ns
§ %30 2 g -3.0618622 4 0.188 ns
2 %20 & S | -48989795 4 0.04025 *
< %10 -15.438421 | 2.624025 |  0.006 o
%50 -1.2247449 4 1 ns
% %30 2 g -1.0820036 | 3.816118 1 ns
8 %20 Z S | 6.1967734 | 2.941176 | 0.04485 *
%10 -14.717337 | 2.941176 | 0.00378 *ox
%50 -2.167724 | 3.310657 0.55 ns
I %30 2 [ -2.32379 | 2.941176 | 052 ns
S [ w0 | & S | 582716 | 3740933 | 0.02655 *
%10 -14.406647 | 3.274788 | 0.002245 ok
4 %50 -2.434508 | 3.816118 | 0.3735 ns
é %30 2 g -5.346797 | 3.274788 |  0.051 ns
2 %20 & S -8.684112 | 2.624025 | 0.02645 *
7 %10 -14.336547 | 3.816118 | 0.000925 Hoxk

*p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir

TSK: Toprak su kapasitesi, sd: Serbestlik derecesi

4.1.2 Taze ve kuru agirhiklar

Taze ve kuru agirlik 6l¢timleri gr ve % cinsinden grafikleri olusturulmus, Sekil 4.2, 4.3
ve 4.4. de belirtilmistir. Kuraklik stresinin etkili oldugu, toprak su kapasitesinin %20
oldugu zamandaki taze agirliklar1 degerlendirildiginde, stres grubunda en yiiksek oran
Tarm92 ¢esidinde 0,358 gr, ayn1 donem kontrol grubundaki olgtimlerde ise Tarm92
cesidinde 901 gr, Sayim40 ¢esidinde 0,913 gr olarak Sl¢iilmiistiir. Avc12002 ¢esidi Stres
grubunda 0.238 gr ile en diisiik oran1 verirken, kontrol grubunda 0.784 gr ile H.
spontaneum genotipi en diisiik degeri; 0,841 gr ile de Avci2002 gesidi ikinci en diisiik
degeri vermistir. Toprak su kapasitesi %10 oldugu stres gruplarinda Tarm92 ¢esidi 0,259

gr ile diger genotipler arasinda en yiiksek taze agirlik oranini verirken, kontrol grubunda
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da 0,943 gr ile en yiiksek orani vermistir. En diisiik taze agirlik 0,148 gr ile Avci2002

cesidinde, 2. en diisiik oran 0,154 gr ile H. spontaneum genotipinde kaydedilmistir. Stres

grubunda birbirlerine yakin deger veren bu iki genotip kontrol grubunda da birbirlerine

yakin degerler vermistir (H. spontaneum: 0,856 gr; Avci: 0,894 gr) (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Kontrol grubu taze (A) ve kuru (B) agirliklar
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Kuraklik stresinin etkili oldugu, toprak su kapasitesinin %20 oldugu zamandaki kuru
agirliklar1 degerlendirildiginde, stres grubunda en yiiksek oran Tarm92 ¢esidinde 0,091
gr, aynt déonem kontrol grubundaki Ol¢iimlerde ise Tarm92 ¢esidi 0,183 gr olarak
Ol¢iilmiistiir. H. spontaneum genotipi stres grubunda 0.044 gr ile en diisiik oran1 verirken,
0,048 grile Avci12002 ¢esidi, H. spontaneum genotipine yakin bir deger vermistir. Kontrol
gruplarinda da H. spontaneum genotipi 0,134 gr ile en diisiik, Avc12002 gesidi 0,138 gr
ile ikinci en diigiik degeri vermistir. Toprak su kapasitesi %10 oldugu stres gruplarinda
Tarm92 cesidi 0,047 gr ile diger genotipler arasinda en yliksek kuru agirlik oranim
verirken, kontrol grubunda 0,195 gr ile Sayim40 ¢esidi en yiiksek degeri, Misket ¢esidi
0,194 gr ile ikinci en yliksek degeri vermistir. Yine kontrol gruplarinda Tarm92 c¢esidi
0,190 gr ile Misket cesidinden sonra en yiiksek deger olarak kaydedilmistir. Stres
grubunda en diisiik degeri 0,018 gr ile Ave12002 gesidi, 0.022 gr ile H. spontaneum
genotipi vermistir. Kontrol gruplarinda Avci2002 ¢esidi 0,146 gr, H. spontaneum genotipi
0,142 gr olarak ol¢tilmiistiir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Taze agirlik toleranst (TATI) ve kuru agirlik tolerans indeksi (KATI) formiile gore

hesaplanmuistir.

Kuraklik stresinin etkili oldugu, toprak su kapasitesinin %20 oldugu zamandaki ytlizdelere
baktigimizda, TATI Tarm92 ¢esidinin %39,73 ile en yiiksek, Avci2002 ¢esidinin %28,29
ile en diisiik degeri verdigi hesaplanmistir. H. spontaneum genotipinin %38,39 ile Tarm92
cesidinden sonra 2. en yiiksek yiizdeyi verdigi bulunmugstur. Sayim40 ve Misket cesitleri
i¢in sirasiyla %33,95 ve %33,52 ile birbirlerine yakin degerler kaydedilmistir. Kurakligin
etkili oldugu %10 toprak su kapasitesindeki degerlerde, Tarm92 ¢esidi yine %27,51 ile
en yiiksek degeri verirken; Avci2002 cesidi %16,55 ile en diisiik degeri vermistir. H.
spontaneum genotipinin kuraklikla beraber taze agirlik toleransi diiserek %17,99 ile

Avci12002 ¢esidinden sonra en diisiik degeri verdigi gozlenmistir (Sekil 4.4).

KATI oranlarina baktigimizdn Tarm92 ¢esidinin %20 ve %10 toprak su kapasitesinde
sirastyla %49,72 ve %24,73 ile en yiiksek degeri verdigi, Sayim40 ve Misket ¢esitlerinin,
Tarm92 ¢esidine yakin oldugu dl¢iilmiistiir. En diisiik ylizdeyi ise, toprak su kapasitesinin
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%20 oldugu zamanda %32,83 ile H. spontaneum genotipi, %10 oldugu zamanda ise
%12,32 ile Avec12002 ¢esidinin verdigi bulunmustur (Sekil 4.4).

B
901
S
= 60
x
301
70 50 30 20 10 70 50 30 20 10
Toprak su orani (%) Toprak su orani (%)
Avci2002 — H.spon. Misket =— Sayim40 — Tarm92

Sekil 4.4 Stres ve kontrol grubu TATI (A) ve KATI (B) oranlari

Toprak su kapasitesi %50 ve %30’a diistiigli zaman kontrol ve stres gruplarindaki taze
agirhk ve kuru agirlik Olgiimleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda bir fark
bulunmazken; %20 ve %10’a distiiglinde farkliligin anlamli oldugu (p<0.05)
bulunmustur. Taze agirliklarin, stres altindaki genotiplerle kontrol gruplarinin
karsilastirilmasi ¢izelge 4.3’de; kuru agirliklarin, stres altindaki genotiplerle kontrol

gruplarinin karsilastirilmasi ¢izelge 4.4°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 Taze agirlik kontrol/stres grubu karsilastirilmasi

Ad1 | TSK | Grupl | Grup2 (Its?:g;:; Sd p degeri A;;?gg:;}k
E | %S0 -2.57307 | 2.624025 | 0471 ns
= %30 @ g -2.44949 4 0.3525 ns
£ = =
g | %20 @ N -15.92168 4 0.000455 Hoxk
T | %0 -18.59886 | 3.908575 | 0.0002915 Hoxk
o | %50 -0.6432675 | 2.624025 1 ns
% %30 2 g -3.0618622 4 0.188 ns
° | %20 & g -4.8989795 4 0.04025 *
< w0 -15.438421 | 2.624025 |  0.006 *x

%50 -1.2247449 4 1 ns
S'Ev %30 2 g -1.0820036 | 3.816118 1 ns
S | %20 Z < -6.1967734 | 2.941176 | 0.04485 *
%10 -14.717337 | 2.941176 | 0.00378 *x
%50 -2.167724 | 3.310657 0.55 ns
2 | %30 @ e -2.32379 | 2.941176 0.52 ns
S [ w20 3 S -5.82716 | 3.740933 | 0.02655 *
%10 -14.406647 | 3.274788 | 0.002245 **
o | %S0 -2.434508 | 3.816118 | 0.3735 ns
T | %30 2 g -5.346797 | 3.274788 | 0.051 ns
2 | %20 & S -8.684112 | 2.624025 | 0.02645 *
7 weto -14.336547 | 3.816118 | 0.000925 Hoxk

*p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir

TSK: Toprak su kapasitesi, sd: Serbestlik derecesi
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Cizelge 4.4 Kuru agirlik kontrol/stres grubu karsilastirilmasi

Adi TSK | Grupl | Grup2 (Its?%sg:; Sd p degeri A;;:ggsl:k
£ %50 -2.57307 | 2.624025 |  0.471 ns
= %30 2 = -2.44949 4 0.3525 ns
£ = g
2 %20 @ < -15.92168 4 0.000455 Hoxx
T %10 -18.59886 | 3.908575 | 0.0002915 ok
o %50 -0.6432675 | 2.624025 1 ns
§ %30 2 g -3.0618622 4 0.188 ns
2 %20 & S | -4.8989795 4 0.04025 *
< %10 -15.438421 | 2.624025 |  0.006 **

%50 -1.2247449 4 1 ns
% %30 2 g -1.0820036 | 3.816118 1 ns
& %20 g g | -6.1967734 | 2.941176 | 0.04485 *
%10 -14.717337 | 2.941176 | 0.00378 xx
%50 -2.167724 | 3.310657 0.55 ns
I %30 @ ° -2.32379 | 2941176 |  0.52 ns
S %0 | 3 S | 582716 | 3740933 | 0.02655 *
%10 -14.406647 | 3.274788 | 0.002245 e
4 %50 -2.434508 | 3.816118 | 0.3735 ns
- %30 2 g -5.346797 | 3.274788 |  0.051 ns
z %20 7z S -8.684112 | 2.624025 | 0.02645 o
g %10 -14.336547 | 3.816118 | 0.000925 ok

*p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir

TSK: Toprak su kapasitesi, sd: Serbestlik derecesi

4.1.3 Yaprak bagl su icerigi

Kuraklik stresinin etkili oldugu, toprak su kapasitesinin %20 oldugu zamandaki yaprak
bagil su oran1 (LRWC), formiile gore hesaplanmis ve % olarak degerler kaydedilmistir.
Buna gore, en yiiksek oran H. spontaneum %20,15, kontrol grubu %91,49 olarak
Olciilmiisken; Avci12002 cesidi %14,81, kontrol grubu %89,78 olarak en diisiik oran
olarak kaydedilmistir. Stres gruplar1t Tarm92 ¢esidi %18.91, Sayim40 ¢esidi %18,79 ve
Misket cesidi %18.65 olarak birbirine yakin degerler vermistir. Kontrol gruplari ise
sirastyla %94,18, %94,89 ve %93,12 olarak olgiilmiistiir. Kurakliga hassas olarak teze
alian Avci12002 ¢esidi, kontrol ve stres gruplarinin her birinde en diisiik degeri vermistir.

Tarm92 ¢esidi kontrol gruplarinda diger genotiplere gore en yliksek oran1 verirken, toprak
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su kapasitesi %30, %20 ve %10’a diistiigiinde H. spontaneum sirasiyla %62,63, %20,15
ve %15,63 degerleri ile stres grubunda diger genotiplerden daha yiiksek deger vermistir
(Sekil 4.5).

(we)

A

BSi-Kontrol (%)

BSi (%)

70 50 30 20 10 70 50 30 20 10
Toprak su orani (%) Toprak su orani (%)
Avci2002 — H.spon. Misket =— Sayim40 — Tarm92

Sekil 4.5 Stres (A) ve kontrol (B) grubu yaprak bagil su icerigi (BSI)

Toprak su kapasitesi %50 ve %30’a diistiigii zaman kontrol ve stres gruplarindaki yaprak
bagil su igerigi Olglimleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda bir fark bulunmazken;
%20 ve %10’a distiigiinde farkliligin anlamli oldugu (p<0.05) bulunmustur. Yaprak bagil
su igeriginin stres altindaki genotiplerle kontrol gruplarinin karsilastirilmasi ¢izelge

4.5’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5 Yaprak bagil su igeriginin kontrol/stres grubu karsilastirilmasi

Ad1 TSK | Grupl | Grup2 (Its?;getz() Sd p degeri A;;:ggsl:k
£ %50 -2.57307 | 2.624025 |  0.471 ns
& %30 2 S | 244949 4 0.3525 ns
g %20 Z 2 | -15.92168 4 0.000455 Hoxx
T %10 -18.59886 | 3.908575 | 0.0002915 Hoxx
N %50 -0.6432675 | 2.624025 1 ns
% %30 2 g -3.0618622 4 0.188 ns
z %20 & S | -4.8989795 4 0.04025 *
%10 -15.438421 | 2.624025 |  0.006 **
%50 -1.2247449 4 1 ns
& %30 2 S | -1.0820036 | 3.816118 1 ns
& %20 @ S [6.1967734 | 2041176 | 0.04485 *
%10 -14.717337 | 2.941176 | 0.00378 **
%50 -2.167724 | 3.310657 0.55 ns
3 %30 2 g -2.32379 | 2.941176 0.52 ns
= %20 & S -5.82716 | 3.740933 | 0.02655 *
%10 -14.406647 | 3.274788 | 0.002245 xx
%50 -2.434508 | 3.816118 | 0.3735 ns
% %30 2 g -5.346797 | 3.274788 |  0.051 ns
B %20 Z S | -8.684112 | 2.624025 | 0.02645 *
%10 -14.336547 | 3.816118 | 0.000925 woxx

*p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir
TSK: Toprak su kapasitesi, sd: Serbestlik derecesi

4.1.4 Yaprak Kklorofil i¢cerigi

Kuraklik stresinin etkili oldugu, toprak su kapasitesinin %20 oldugu zamandaki yaprak
klorofil igerigi degerlendirildiginde, stres grubunda en yiiksek oran H. spontaneum 35,89,
kontrol grubunun 46,54 olarak 6l¢iilmiisken; stres grubunda en diisiikk oran Avci2002
cesidi 20,85, kontrol grubu 47,12 olarak kaydedilmistir. Stres gruplar1 Tarm92 c¢esidi
32,12, Sayim40 ¢esidi 31,11 ve Misket ¢esidi 30,54 olarak birbirine yakin degerler
vermistir. Kontrol gruplar ise sirasiyla 50,12, 50,03 ve 51,30 olarak 6l¢tilmiistiir. Toprak
su kapasitesinin %10 oldugu zamandaki yaprak klorofil igerigi %20 toprak su igeriginde
ol¢iildiigi gibi en yiiksek H. spontaneum genotipi 23,45; en diisiikk Avci12002 gesidi 11,72

olarak ol¢iilmiistiir. Kurakliga hassas olarak teze alinan Avci2002 ¢esidi, yaprak klorofil
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icerigi dl¢limlerinde stres gruplarinda en diigiik degeri vermistir. H. spontaneum genotipi

ise, stres grubunda diger genotiplerden daha yiiksek yaprak klorofil igerigi ile
kaydedilmistir (Sekil 4.6).

A 355_

SPAD
SPAD-Kontrol

10 . | . ] 1 | . | .
70 50 30 20 10 70 50 30 20 10
Toprak su orani (%) Toprak su orani (%)
Avci2002 — H.spon. Misket = Sayim40 — Tarm92

Sekil 4.6 Stres (A) ve kontrol (B) grubu yaprak klorofil icerigi

Toprak su kapasitesi %50 ve %30’a diistiigii zaman kontrol ve stres gruplarindaki yaprak
klorofil icerigi Olgilimleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda bir fark bulunmazken;
%20 ve %10’a distigiinde farkliligin anlamli oldugu (p<0.05) bulunmustur. Yaprak

klorofil i¢eriginin stres altindaki genotiplerle kontrol gruplarinin karsilastirilmas ¢izelge

4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6 Yaprak klorofil i¢eriginin kontrol/stres grubu karsilastirilmasi

Adi TSK | Grupl | Grup2 (Its?;getz() Sd p degeri A;;:ggsl:k
£ %50 -2.57307 | 2.624025 |  0.471 ns
& %30 2 S | 244949 4 0.3525 ns
g %20 Z 2 | -15.92168 4 0.000455 Hoxx
T %10 -18.59886 | 3.908575 | 0.0002915 Hoxx
N %50 -0.6432675 | 2.624025 1 ns
% %30 2 g -3.0618622 4 0.188
z %20 & S | -4.8989795 4 0.04025
%10 -15.438421 | 2.624025 |  0.006 **
%50 -1.2247449 4 1 ns
& %30 2 S | -1.0820036 | 3.816118 1 ns
& %20 @ S [6.1967734 | 2041176 | 0.04485 *
%10 -14.717337 | 2.941176 | 0.00378 **
%50 -2.167724 | 3.310657 0.55 ns
3 %30 2 g -2.32379 | 2.941176 0.52 ns
= %20 & S -5.82716 | 3.740933 | 0.02655 *
%10 -14.406647 | 3.274788 | 0.002245 xx
%50 -2.434508 | 3.816118 | 0.3735 ns
% %30 2 g -5.346797 | 3.274788 |  0.051 ns
B %20 Z S | -8.684112 | 2.624025 | 0.02645 *
%10 -14.336547 | 3.816118 | 0.000925 woxx

*p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir
TSK: Toprak su kapasitesi, sd: Serbestlik derecesi

4.2 Arpa Genotiplerinin Kuraklik Stresi Altinda Prolin i¢cerigi

Kuraklik stresi uygulanan 5 farkli arpa genotipinde serbest prolin igerigi ol¢lilmiistiir.
Elde edilen verilerin, istatistik analizi Graphpad Prism 9.0.0.121 yazilimi ile Multiple t-
testi uygulanarak grafikler olusturulmustur. Istatistiksel analizlerde ANOVA testi
uygulanmis, p degerleri belirlenmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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Analizlerin zaman1 toprak su kapasitesine gore belirlenmistir. Ornek alim zamanlar;

AN N NN

Stres grubunda sulamanin kesildigi giin (15 giinliik bitki)

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %30’a diistiigi giin

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %10’a diistiigii giin

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %50’ye diistiigii giin

Stres grubunda toprak su kapasitesinin %20’ye diistigii giin

Hordeum spontaneum yabani formunun, kurakligin farkli giinlerinde 6l¢iilmiis prolin

seviyeleri Sekil 4.7°de gosterilmistir. Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda, kuraklik

stresiyle beraber degerlerde kademeli bir artis gézlenmistir. Toprak su kapasitesi %20

altina distiigiinde 145,28 degeri (p<0.01); toprak su kapasitesi %10 altina diistiigi

zamanda ise 267,35 ile en yiiksek degerini (p<0.0001) vermistir.
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Toprak su orani

Hl Kontrol
Kuraklik Stresi

Sekil 4.7 Kuraklik stresi kosullarinda H. spontaneum genotipi prolin seviyeleri

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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Avc12002 ¢esidinin, kurakligin farkli giinlerinde 6l¢iilmiis prolin seviyeleri Sekil 4.8’de
gosterilmistir. Kontrol gruplart ile kiyaslandiginda, kuraklik stresiyle beraber degerlerde
kademeli bir artis gozlenmistir. Toprak su kapasitesi %20 altina diistiigiinde 227,55
degeri (p<0.001); toprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zamanda ise 304,14 ile en
yiiksek degerini (p<0.001) vermistir.
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Toprak su orani

Sekil 4.8 Kuraklik stresi kosullarinda Avci12002 ¢esidi prolin seviyeleri

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini géstermektedir.

Tarm92 cesidinin, kurakligin farkli giinlerinde 6l¢iilmiis prolin seviyeleri Sekil 4.9°da
gosterilmistir. Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda, kuraklik stresiyle beraber degerlerde
kademeli bir artis gézlenmistir. Toprak su kapasitesi %20 altina diistiigiinde 306,43
degeri (p<0.01); toprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zamanda ise 435,36 ile en
yiiksek degerini (p<0.001) vermistir.
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Sekil 4.9 Kuraklik stresi kosullarinda Tarm92 ¢esidi prolin seviyeleri

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

Sayim40 ¢esidinin, kurakligin farkl giinlerinde 6l¢iilmiis prolin seviyeleri Sekil 4.10’da
gosterilmistir. Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda, kuraklik stresiyle beraber degerlerde
kademeli bir artis gozlenmistir. Toprak su kapasitesi %30 altina diistiigiinde 130,77
degerini (p<0.0001), %20 altina diistigiinde 301,59 degerini (p<0.0001), %10 altina
diistligli zamanda ise 335,11 ile en yiiksek degerini (p<0.0001) vermistir.
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Sekil 4.10 Kuraklik stresi kosullarinda Sayim40 ¢esidi prolin seviyeleri

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

Misket ¢esidinin, kurakligin farkli giinlerinde 6l¢iilmiis prolin seviyeleri Sekil 4.11°da
gosterilmistir. Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda, kuraklik stresiyle beraber degerlerde
kademeli bir artis gézlenmistir. Toprak su kapasitesi %20 altina diistiigiinde 265,65
degeri (p<0.001); toprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zamanda ise 342,30 ile en
yiiksek degerini (p<0.0001) vermistir.
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Toprak su orani
Sekil 4.11 Kuraklik stresi kosullarinda Misket ¢esidi prolin seviyeleri

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

4.3 Belirlenen Genlerin gRT-PCR Yontemi ile ifade Profillerinin Incelenmesi

4.3.1 Total RNA izolasyonu

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 c¢esitlerinden ve Hordeum spontaneum (HSPON
(NE)-5) yabani formundan elde edilen RNA miktarlari nanodrop ile Ol¢iilmiistiir.

Sonuglar ¢izelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7 Kit protokolii ile elde edilen RNA miktar ve kaliteleri

Genotip | O™k A | oL | 2607280 | Genotip | ©T™KAM™ | o | 2607280

zamanil Zzamanil
%70 1710 | 1,93 %70 17201 | 1,93
%70 1622 | 1,93 %70 1806 | 1,94
%50 1737 | 1,94 %50 17004 | 1,93

£ %50 16211 | 1,92 o %50 1681,2 | 1,93

f—g %30 27469 | 1,93 = %30 17017 | 1,93

g %30 15737 | 1,92 S %30 18851 | 1,94

g‘. %20 15183 | 1,91 < %20 1683 | 1,92
%20 15484 | 1,91 %20 15143 | 1,91
%10 1632 | 1,93 %10 2038 | 1,95
%10 18436 | 1,94 %10 1779 | 1,04
%70 1647 | 1,93 %70 1858 | 1,94
%70 1531 | 1,93 %70 1734 | 194
%50 18243 | 1,94 W %50 13944 | 1,92
%50 17719 | 1,9 g %50 17202 | 1,93

2 %30 1022 | 185 o) %30 1114 | 182

5 %30 740 | 1,78 2 %30 995 | 1,84
%20 1780 | 1,93 2 %20 22213 | 1,89
%20 1933 | 1,94 < %20 17954 | 1,93
%10 20046 | 1,93 %10 1909,1 | 1,94
%10 17636 | 1,94 %10 14323 | 1,88
%70 1807 | 1,94
%70 18403 | 1,94

- %50 17631 | 1,94

3 %50 1746,4 | 194

s %30 1824 1,90

S %30 23583 | 1,93

g %20 2014,7 | 1,95

< %20 1688 1,93
%10 16188 | 1,91
%10 19929 | 1,92

Izole edilen RNA’lar kit kullanilarak ¢cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. ¢cDNA miktarlari

nanodrop ile 6l¢iilmiistiir. Sonuglar ¢izelge 4.8. de verilmistir.
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Cizelge 4.8 cDNA miktar ve kaliteleri

Genotip | Ornek ahm | ng/uL | 260/280 | Genotip | Ornek ahm | ng/uL | 260/280
zamanl Zzamanl
%70 397,4 2,16 %70 361,1 2,17
%70 259,3 2,16 %70 322,8 2,16
= %50 235,5 2,17 %50 200,5 2,16
8 %50 105,5 2,13 ~ %50 357,4 2,16
g %30 216,1 2,15 § %30 344,3 2,15
S %30 237,4 2,15 § %30 182,3 2,15
%_ %20 1844 2,15 < %20 346 2,15
I %20 173,2 2,15 %20 226 2,15
%10 237,4 2,14 %10 499 2,14
%10 466,3 2,14 %10 408,1 2,14
%70 554,6 2,16 %70 473,1 2,16
%70 370,7 2,17 %70 2442 2,16
%50 433,5 2,16 %50 610,7 2,16
Py %50 285 2,16 %50 508 2,16
2 %30 1887 | 216 g %30 2355 | 216
] %30 245,8 2,16 § %30 28,8 2,16
= %20 246,5 2,15 %20 265,2 2,15
%20 290 2,14 %20 350,8 2,15
%10 315,2 1,81 %10 187,9 2,08
%10 230,8 2,14 %10 2379 2,13
%70 321,9 2,16
%70 347,1 2,16
%50 250 2,15
- %50 240,4 2,16
I %30 194 2,16
-é’ %30 1415 2,15
%20 3424 2,15
%20 435,2 2,14
%10 207,4 2,12
%10 183,3 2,16

4.3.2 Ger¢cek zamanh amplifikasyon egrileri ve erime egrisi (Melting Curve)

Tez kapsaminda gen ifade profilleri olusturulan HVAL (Sekil 4.12, 4.13), Dhn3 (Sekil
4.14, 4.15), HYSNACL (Sekil 4.16, 4.17), HVCBF4 (Sekil 4.18, 4.19) ve HSP17.8 (Sekil
4.20, 4.21) genlere ait primerlerin gergek zamanli amplifikasyon egrileri ve erime egrileri

(Melting Curve) asagida verilmistir.
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Normalised Fluorescence
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Normalised Fluorescence
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Normalised Fluorescence
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Normalised Fluorescence
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4.3.3 Gen ifadesi calismalarina ait bulgular

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum (HSPON (NE)-5)
genotiplerine kuraklik stresi uygulanmistir. Sulama kesildikten sonra toprak su
kapasitesine gore Ornekler alinmis ve kuraklik stresinin etkisi farkli siirelerde
arastirilmistir. Literatiir taramalar ile belirlenen, abiyotik stresle iligkisi oldugu bilinen
HVA1, Dhn3, HYSNAC1, HVCBF4, HSP17.8 genleri arpa ¢esitleri tizerinden qRT-PCR
analizi ile degerlendirilmis ve gen ifade profilleri olusturulmustur. Elde edilen qRT-PCR
verilerinin analizi icin, goreceli bir kantifikasyon stratejisi olarak 2%4Ct yontemi
kullanilmigtir.  Istatistiksel analizlerde ANOVA testi uygulanmus, p degerleri
belirlenmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

HVA1 genine ait bulgular

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum genotiplerinde HVA1
geninin ifade seviyeleri, toprak su kapasitesinin diistiigii ayrica kuraklik stresi etkisinin
arttig1 giinlerde kontrol gruplariyla kiyaslanarak gene ait ifade profilleri olusturulmustur.

[statistiki olarak anlamlilik diizeyi grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.22).

HVAL geni kontrol gruplart ile kiyaslandiginda kurak stresiyle beraber ifadesinde
kademeli bir artis gézlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zamanda her 5
genotip i¢in de en yiiksek degerini vermistir (p<0.0001). Tarm92 ¢esidinin ifadesi diger
genotiplere goére, HVAL geni i¢in en yiiksek ifade (8,84) olusturan c¢esit olmustur.
Avci2002 gesidi 2,42; H. spontaneum genotipi 2,20 degerleri ile birbirine yakin ifade
seviyelerinde bulunmustur. Tarm92 cesidini Sayim40 (5,01) ve Misket (3,57) cesitleri
takip etmistir.
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Sekil 4.22 HVAL genine ait bulgular

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gdstermektedir.

Dhn3 genine ait bulgular

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum genotiplerinde Dhn3
geninin ifade seviyeleri, toprak su kapasitesinin diistiigli ayrica kuraklik stresi etkisinin
arttig1 giinlerde kontrol gruplariyla kiyaslanarak gene ait ifade profilleri olusturulmustur.

[statistiki olarak anlamlilik diizeyi grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.23).

Dhn3 geni kontrol gruplart ile kiyaslandiginda kurak stresiyle beraber ifadesinde artig
gdzlenmistir. Ozellikle Tarm92, Sayim40 ve Misket cesitleri toprak su kapasitesi %50°ye
diistiigli glin aradaki kat say1 degisiminin daha yiiksek oldugu saptanmustir. Toprak su
kapasitesi %10’a diistiigli zamandaki Olgiimlerde Tarm92 cesidi, 13,02 degeri ile
Sayim40 ¢esidi ise 8,96 degeri ile en yliksek ifadeye sahip ¢esitler olarak kaydedilmistir
(p<0.0001). Avci2002 gesidi ayn1 giin alman Olgiimlerde ise 2.18 degeri ile diger

genotipler arasinda en diisiik ifade seviyesini vermistir.
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(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

HVSNAC1 genine ait bulgular

Tarm92, Avci12002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum genotiplerinde HYSNAC1
geninin ifade seviyeleri, toprak su kapasitesinin diistiigii ayrica kuraklik stresi etkisinin
arttig1 giinlerde kontrol gruplariyla kiyaslanarak gene ait ifade profilleri olusturulmustur.

[statistiki olarak anlamlilik diizeyi grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.24).

HVSNAC1 geni kontrol gruplan ile kiyaslandiginda kurak stresiyle beraber kat say1
degisimleri gbzlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zamanda her 5 genotip
icin de en yiiksek degerini vermistir. Tarm92 cesidi 14,02 ile, Sayim40 cesidi 12,96 ile
birbirine yakin ve istatistiksel olarak anlamli (p<0.000) bulunmustur. Misket ¢esidi toprak
su kapasitesi %10 altina diistiigi zamanda 9,23 degerini verirken, Sayim40 ve Tarm92
celistleri gibi toprak su orani diismeye basladiginda ifadesini arttirmistir. H. spontaneum
genotipinin toprak su orani %20 ve %10’a diistiigii glinlerde alinan 6rneklemlerinde, ifade
seviyeleri anlamli bulunmustur; sirasiyla 2,87 (p<0.001) ve 3,61 (p<0.0001) olarak
Olciilmiistiir. Ave12002 ¢esidi toprak su orant %10’a diistiigii giin 2,18 degeriyle diger

genotiplere gore en diisiik, p<0.01 degeriyle anlamli bulunmustur.
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(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

HvCBF4 genine ait bulgular

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum genotiplerinde HVCBF4
geninin ifade seviyeleri, toprak su kapasitesinin diistiigli ayrica kuraklik stresi etkisinin
arttig1 giinlerde kontrol gruplariyla kiyaslanarak gene ait ifade profilleri olusturulmustur.

Istatistiki olarak anlamlilik diizeyi grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.25).

HVCBF4 geni kontrol gruplar ile kiyaslandiginda kurak stresiyle beraber ifadesinde
kademeli bir artis gozlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigli zamanda her 5
genotip icin de en yliksek degerini vermistir. Toprak su kapasitesi %20’ye diistiigl giin,
Tarm92 ¢esidi 5,02 degeri, Misket cesidi 4,28 degeri, Sayim40 cesidi ise 3,25 degeri
gostermistir. HYCBF4 geni i¢in toprak su kapasitesi %20 altinda diistiigli giin Tarm92 ve
Misket ¢esidinin birbirine yakin degerler verdigi kaydedilmistir. Stresin etkileri arttiginda
Sayim40 cesidi ifadesini 5,96 degerine ylikseltmistir. Ayn1 giin alinan 6rneklemlerde
Tarm92 c¢esidi 6,53; Misket ¢esidi 4,88 degerleri ile anlaml1 bulunmustur (p<0.0001). H.
spontaneum genotipi 2,11 ve Avc12002 gesidi ise 2,68 ifade degeri ile istatistiksel olarak

(p<0.01) toprak su kapasitesi %10’a diistiigii glinden sonra anlamli bulunmustur.
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(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

HSP17.8 genine ait bulgular

Tarm92, Avci2002, Misket, Sayim40 ve Hordeum spontaneum genotiplerinde HSP17.8
geninin ifade seviyeleri, toprak su kapasitesinin diistiigii ayrica kuraklik stresi etkisinin
arttig1 giinlerde kontrol gruplariyla kiyaslanarak gene ait ifade profilleri olusturulmustur.

Istatistiki olarak anlamlilik diizeyi grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.26).

HSP17.8 geni kontrol gruplari ile kiyaslandiginda kurak stresiyle beraber ifadesinde
kademeli bir artig gozlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigli zamanda her 5
genotip i¢in de en yiiksek degerini vermistir. Toprak su kapasitesi %10’a diistiigii giin,
Tarm92 cesidi 3,02 degeri ile en yiiksek ifade seviyesindeki genotip olarak belirtilirken;
Sayim40 ¢esidi 2,66 ve Misket ¢esidi ise 2,63 degeri ile HYCBF4 geni igin birbirlerine
yakin ifade seviyeleri vermistir. Yine ayn1 giin alinan yaprak drneklerinde H. spontaneum
genotipi 1,81 ve Avc12002 ¢esidi ise 2,23 ifade degeri 6l¢iilmiistiir. Her iki genotip toprak
su kapasitesi %20’ye diistligii glinden sonra 6l¢iilen ifade seviyeleri ile istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0.05).
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(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Abiyotik stres faktdrlerinden kuraklik dogal ekosistemlerin ve tarim alanlarinin en biiyiik
tehditlerinden biridir. Uzun stireli yagis eksikligi, su kaynaklarinin azalmasi ve sicak hava
dalgalari, 6nemli fizyolojik siiregleri ve biyokimyasal mekanizmalar1 olumsuz yonde
etkilemektedir. Bitkiler kuraklik stresinin etkilerini hafifletmek i¢in gesitli stratejiler
gelistirmistir. Calismamizda kuraklik stresi altinda incelenen 5 genotipin fide boyu,
taze/kuru agirhik, yaprak bagil su igerigi ve yaprak klorofil i¢erigi morfolojik ve fizyolojik
degisiklikler bagliginda incelenmistir. Caligmaya alinan biyokimyasal dl¢timlerden prolin
birikimi ise, kuraklik stresi tepkilerinden dolay1 belirte¢ olarak kabul edildigi yapilan
literatiir ¢aligmasi ile belirlenmistir. Yine literatiir taramalar1 ile belirlenen, abiyotik
stresle iligkisi oldugu bilinen HVAL, Dhn3, HVYSNAC1, HVCBF4, HSP17.8 genleri arpa
cesitleri lizerinden gRT-PCR analizi ile degerlendirilmis ve gen ifade profilleri
olusturulmustur. Tiim bu analizler degerlendirilerek Tarm92, Sayim40, Misket, H.
spontaneum ve Avci2002 genotiplerinin kuraklik tepkileri incelenmis, tolerans

bakimindan siralamaya tabi tutulmus ve aralarindaki iliski degerlendirilmistir.

Bitkilerin kurakliga kars1 adaptasyonlari, bitki biiylimesi ve yapisindaki degisiklikler,
biiylime hizi, doku ozmotik potansiyeli ve antioksidan savunma stratejileri gibi fizyo-
biyokimyasal siire¢lerde uyarlanabilir degisikliklere yol agan farkli olaylarin sonucudur

(Duan vd. 2016).

Kurakligin ilk ve en onemli belirtisi zayif morfolojik durumun olugmasidir. Turgor
basincindaki azalmaya bagli olarak hiicre biiylimesinin yavaglamasi, kurakliga en duyarh
fizyolojik siireclerden biri olarak kabul edilir. Biiylime, meristematik hiicre boliinmeleri
ile geng hiicrelerin genisleyerek yayilmasi sonucu kardes hiicre {iretiminin bir sonucudur.
Siddetli kuraklik altinda biiylime, bitkilerin hiicre uzamasi ve ksilemden ¢evre hiicrelere
dogru su akisinin kesilmesiyle engellenir (Hussain vd. 2008). Calismamizda kontrol ve
stres gruplarinin fide boylar1 degerlendirildiginde, stres grubunda biiyiimenin azaldigi,
kurakliktan etkilendigi kaydedilmistir. Genotipler arasi farkliligin az olmasindan dolay1
bitki boyunun tek basina kuraklik hassasiyet/dayaniklilik i¢in yeterli olmadig1 sonucuna

vartlmistir. Calisma sonuglarina benzer sekilde, bitkilerin kurakliga dayanikliliginin fide
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morfolojisindeki degisimlerle degerlendirildigi bir arastirmada (ICARDA 2000), yapilan
arpa tohumlarinin erken fide donemindeki bitki boyu ve fide kuru agirliklarmin él¢timleri
yapilmis, bitki boyunda 6nemli bir farklilik bulunmazken, fide kuru agirliginda 6nemli
farkliliklar bulunmustur. Bitki boyunun kuraklik ile kaydedeger fark olmadigini gosteren
bir baska calisma da Dencic ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilmistir. 51 bugday
genotipinin kuraklik stresi altinda bazi morfolojik 6zellikleri incelenmis, diger

parametrelerin bitki boyuna gore kurakliga daha hassas oldugu belirtilmistir.

Bitkideki kuraklik stresi altinda yapilan taze ve kuru agirlik dl¢limleri, bitkinin su igerigi
ve biiylimesi hakkinda bilgi saglar. Taze agirlik, bitkinin tiim organlarinin su igerigi dahil
olmak iizere tamamen dogal durumunda olan agirligim1 ifade eder. Kuru agirlik ise,
bitkinin tiim suyunu kaybettikten sonra kalan agirligin1 ifade eder. Kurakliga hassas
olarak teze alinan Avc12002 ¢esidi, stres gruplarinin her birinde taze ve kuru agirligi en
diisiik degeri vermistir. Fakat H. spontaneum ile Avc12002 ¢esidi hem kontrol hem stres
grubunda ¢ok yakin sonuglar vermistir. Taze ve kuru agirlik 6l¢iim degerleri ¢esitler
arasinda en yiiksekten baslayarak Tarm92, Misket ve Sayim40 olarak siralansa da
degerler birbirine ¢ok yakin kaydedilmistir. Kontrol ve stres gruplarinin taze ve kuru
agirliklar1 degerlendirildiginde, stres grubundaki her genotipin kurakliktan etkilendigi
sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglara paralel olarak, kuraklik stresi altinda arpa
hatlarinin kullanildig1 bir calismada (ICARDA 2000) ve yine kuraklik stresi altinda
bugday genotiplerinin degerlendirildigi bir calismada (Deniv vd. 2000), fide kuru
agirliklarinin kuraklik stresiyle diistiigii kaydedilmistir. Anjum ve arkadaglari (2011b)
kuraklik stresinin kuru maddeyi ve bliylimeyi sinirlandirdigini, ayrica stomalarin su
noksanligiyla kapanmasina ek olarak su aliminda ve fotosentezde diisme oldugu
gosterilmistir. Ayn tiirdeki bitkilerin genetik yapisindaki farkliliktan dolayi, bitkilerin
biiyiime hizi, yaprak boyutu, kok gelisimi gibi 6zelliklerinin etkilenebilecegini ve bu
nedenle, ayni tiirdeki bitkiler arasinda taze/ kuru agirlik farkliliklarinin goriilebilecegini

belirtmislerdir.

Yaprak bagil su igerigi, bitkinin su tutma kapasitesini ve su stresine tepkisini
degerlendiren bir gostergedir. Degisen bu degerler, bitkinin kuraklik kosullarina ne kadar

1yl uyum saglayabildigini ve su kaybini ne kadar etkili bir sekilde kontrol edebildigini
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gosterir. Yaprak bagil su igeriginin hesaplanmasinda formiile gore, taze yaprak agirlig
ile kurutulmus yaprak agirlig1 arasindaki fark, yapragin suyunu kaybetme miktarini yani
su stresini yansitir. Ayni zamanda, yapragin tamamen su emdigi durum (turgor) ile
kurutulmus durumu arasindaki fark, yapragin suyu ne kadar iyi depolayabildigini gdsterir.
Eger kuraklik kosullar altinda yaprak bagil su icerigi azaliyorsa, bu genellikle bitkinin
su kaybini minimize etmek ve suyu daha iyi korumak icin adaptasyonlar gelistirdigini
gosterebilir. Bitki, stomalarini (gézenekleri) kapatma, daha ince yapraklar gelistirme veya
su depolama kapasitesini artirma gibi mekanizmalar kullanarak su kaybini azaltmaya
calisgtyor olabilir. Kontrol ve stres gruplarinin  yaprak bagil su igerikleri
degerlendirildiginde, yiiksek farklardan dolay stres grubundaki her genotipin kurakliktan
etkilendigi sonucuna varilmistir. Kurakliga hassas olarak teze alinan Avci2002 cesidi,
kontrol ve stres gruplarinin her birinde en diisiikk degeri vermistir. Tarm92 ¢esidi kontrol
gruplarinda diger genotiplere gore en yiiksek orani verirken, toprak su kapasitesinin
diiserek, kuraklik etkilerinin hissedildigi donemde H. spontaneum stres grubundaki diger
genotiplerden daha yiiksek deger vermistir. Olgiimler degerlendirildiginde, yabani form
olarak calismaya alinan H. spontaneum’un yaprak su tutma kapasitesinin yiiksek oldugu
sonucuna vartlmustir. Ayni bitki tiirii icindeki yaprak bagil su igeriginin kuraklikla
degisiminin yorumlanmasi, bitkinin kuraklik stresine nasil tepki verdigini anlamak i¢in
onemlidir. Bu tez c¢alismasmin diger arastirmacilarin bulgularina paralel olarak,
Allahverdiyev ve arkadaslarmin (2015) bugday genotiplerinde kuraklik stresinin
fizyolojik parametrelerini inceledikleri caligmada, stresin fotosentez ve solunum oranini,
bayrak yapraktaki suyu diislirdigiinii gozlemlemislerdir. Siddique ve arkadaslarinin
(2001) Triticum aestivum g¢esitlerini, Sah ve arkadaslarinin (2020) misir, Makbul ve
arkadaslarinin (2011) soya fasulyelerini inceledigi ¢calismada yine kurakligin yaprak su
icerigini diislirdliglinii belirtmislerdir. Yang ve arkadaslarinin (2021) iki kavak tiiriinde
yaptig1 calismada, kuraklik stresi ile yaprak bagil su orant (LRWC) hesaplanmis ve
birinde %16 azalirken, diger tiirde %24 oraninda azalmistir. Bu durum, LRWC’nin
kuraklik siddetinin tiirler arasindaki etkilesimine, kuraklik siiresine ve farkli tiirler
olmalara baglanmistir. Bizim ¢alismamizdaki farkli arpa genotiplerinin farkli LRWC
degerleri bu calisma ile agiklanmaktadir. Yaprak bagil su icerigindeki degisiklikleri
yorumlarken genis bir perspektif ve diger faktorleri de goz Oniinde bulundurmak

Onemlidir.
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Klorofil, bitkilerin fotosentez yapabilmesi i¢in gereken pigmentlerden biridir. Fotosentez,
bitkilerin giines 1s181n1 kullanarak karbondioksit ve suyu enerjiye doniistiirdiigii temel
siirectir. Dolayisiyla, klorofil miktar1 bitkilerin fotosentez yeteneklerini ve dolayisiyla
bliylime ve gelismelerini dogrudan etkiler. Kuraklik kosullarinda klorofil {iretimini ve
dolayistyla yesil rengini azaltabilir, stomalarin1 kapatabilir, stresin siddetiyle beraber
klorofil parcalanmalari olabilir (Lv 2023). Curran ve arkadaslari (1990) klorofil i¢eriginin
belirlenmesi, bitkilerin gelisim, stres, fotosentez kapasitesi ve verim gibi 6zelliklerinin
belirlenmesinde belirte¢ olabilecegini sdylemislerdir. Calismada kuaklik stresinin bir
parametresi olan yaprak klorofil miktarindaki degisikligi SPAD cihaz1 ile Olgerek
genotipler arasi farklilik degerlendirilmistir. Kontrol ve stres gruplarinin yaprak klorofil
miktarlar1 degerlendirildiginde, stres grubundaki her genotipin kurakliktan etkilendigi
sonucuna varilmistir. Kurakliga hassas olarak teze alinan Avci12002 ¢esidi, yaprak klorofil
igerigi 6l¢timlerinde stres gruplarinda en diistik degeri vermistir. H. spontaneum genotipi
ise, stres grubunda diger genotiplerden daha yiiksek yaprak klorofil igerigi ile
kaydedilmistir. Olgiimler degerlendirildiginde, yabani form olarak galismaya alinan H.
spontaneum’un yaprak klorofil miktarinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu tez
caligmasinin diger arastirmacilarin bulgularina paralel olarak, stresle beraber klorofil
iceriginde azalma gozlenmistir. Calismaya paralel, diisen klorofil miktari, yaprak su
icerigi ve bitki yas/kuru agirligi ile ilgili, Sah ve arkadaglarinin (2020) yaptig1 calismada,
kurakligin yaprak klorofilinde azalmaya neden oldugu, yaprak su igeriginin, stoma
miktarinin ve kuru agirligin da diistiigiinii gézlemlemislerdir. Su stresi (Demirel vd. 2010)
ve tuz stresi (Acar vd. 2011) altinda klorofil igeriginin diistiigii belirtilmistir. Makbul ve
arkadaslar1 (2011) kuraklik stresi altinda soya fasulyelerini incelediginde, klorofil
iceriginin azaldigini belirtmislerdir. Atar ve Bayraktar (2022), fotosentez, yaglanma ve
stres etkilerinin belirlenmesi i¢in klorofil miktar l¢limlerinin énemini, toplam klorofil
iceriginin yine ayni yapraklar iizerinde, tahribatsiz portatif 6lger (SPAD) ile dl¢giilmesini
vurgulamiglardir. Tiirler arasindaki yaprak klorofil miktarindaki farkliliklar bitkilerin
fotosentez yetenekleri, adaptasyon mekanizmalari, su ve besin alimi, stres toleransi ve
genel fizyolojik 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Bu farkliliklarin altinda
yatan nedenleri anlamak, bitkilerin yasamlarini ve c¢evreleriyle nasil etkilesime

girdiklerini daha iyi anlamaniza yardime1 olacaktir.
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Bitkilerin kuraklik stresini hafifletmek i¢in gelistirdigi adaptif metabolik tepkilerden biri
de prolin birikimidir (Bandurska vd. 2017). Prolin birikimi, birgok bitkide ¢esitli biyotik
ve abiyotik streslere karsi yaygin bir fizyolojik tepkidir ve stres kosullarinda bitkilerde
ozmotik ayarlamalar sagladig1 bilinmektedir (Szabados ve Savoure 2010). Bu tepkiden
dolay1 strese karsi biyokimyasal bir belirte¢ olarak kabul edilir (Per vd. 2017). Calisma
kapsaminda, stres kosullarina yanit olarak prolin seviyesindeki degisiklikleri belirlemek
amaciyla yapilan prolin analizinde, kuraklik stresi uygulanan arpa bitkisinde kontrol
grubuna gore anlamli seviyede artiglar belirlenmistir. Toprak su kapasitesi %50 oldugu
giin alinan orneklerde prolin miktar1 kontrol gruplariyla benzer seviyeler gosterirken,
toprak su kapasitesi %30, %20 ve %10’a diistligii giinlerde kademeli bir artis yasandigi
belirlenmistir. Toprak su kapasitesinin %10 oldugu giin sonuglar degerlendirildignde, en
yiiksek oran Tarm92 ¢esidinde, en diisiik oran da H. spontaneum genotipinde belirlenmis
olsa da H. spontaneum genotipi ve Avci2002 gesidinin; Sayim40, Tarm92 ve Misket

cesitlerinin birbirine yakin seviyelerde oldugu dlgiilmiistiir.

Kuraklik stresiyle beraber bitki genotiplerde 6lgiilen farkli prolin artiglarina, Chaves
(2009), stresin varligina, bitki adaptasyonuna, sinyallesmedeki ¢oklu fonksiyonlara ve
prolinin uyumlu bir osmolit olduguna vurgu yapmistir. Hanif ve arkadaglari (2021)
kuraklik ve sicaklik stresi altindaki piring bitkilerine disardan prolin takviyesi yaparak
oksidatif stresi azaltarak piring verimini arttirmiglardir. Abdelaal ve arkadaslar1 (2020)
arpada yine prolin seviyelerini arttirdiklar1 ¢alismalarinda kuraklik stresi aracili oksidatif
hasar1 sinerjik olarak hafiflettigi bildirilmistir. Bugdayda yapilan bir ¢alismada, kuraklik
stresi ile prolin seviyesinde artis gézlenmistir (Nayyar ve Walia 2003). El- Beltagi ve
arkadaslar1 (2020) nohutta, prolinin glutatyon ve askorbik asit gibi diger 6nemli organik
bilesiklerle birlikte uygulanmasinin, nohut bitkilerinde su eksikligine bagli oksidatif stres
toleransini iyilestirdigini, bu da enzimatik antioksidan aktivitelerin (CAT, SOD, POX,
APX ve GR) ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (AsA, GSH ve Pro) seviyelerinin
artmastyla sonuglandigini belirlemistir. Furlan ve arkadaslar1 (2020), kuraklik stresi
altinda hassas ve toleransl yer fistig1 ¢esitlerinde P5CS1, P5CS2a, P5CS2b ve P5CR
(Prolin biyosentez genleri) ifadesinin arttigini, ProDH1, ProDH2'nin (Prolin katabolizma
genleri) ise sadece kurakliga duyarli gesitlerde arttigini bildirmistir. Anjum ve

arkadaglarinin (2011a) musir bitkisinde kuraklik stresi altinda prolin birikimini
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gozlemledikleri ¢aligmalarinda, prolinin kuraklik stresi siiresi ilerledik¢e arttigini, on
giinliik stres sonrasi kaydedilmis en iist seviyesine ulagtigin1 ve daha sonra on bes giinliik
stres sonrasinda devam eden siddetli kuraklik stresi altinda azaldigini belirtmislerdir.
Alkahtani ve arkadaslar1 (2021) seker pancarinda prolin ile ilgili yaptigi calismada
prolinin su eksikligi toleransini arttirdigini gézlemlemiglerdir. Sonug olarak prolin, strese
kars1 degisen degerlerinden dolay1 biyokimyasal bir belirte¢ olmasinin yaninda, bitkilerin
hayatta kalma ve adaptasyon sansini artiran dnemli de bir bilesiktir. Bu nedenle, prolin
diizeylerini artirmaya yonelik genetik miihendislik ve 1slah caligmalari, tarim alaninda
kurakliga dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde potansiyel bir strateji olarak

disiiniilmelidir.

Tarimsal {iriinlerin karsilastigi en 6nemli abiyotik stresin basinda kuraklik gelmektedir.
Bu strese cevapta rol oynayan sinyal yolaklarinin ve mekanizmanin, bunlarin sorumlu
oldugu genlerin incelenmesi sorunun ¢oziimii i¢in ¢ok Onemlidir. Gen ifadelerinin
degerlendirilmesinde genellikle gergek zamanli RT-PCR (qRT-PCR) kullanilmaktadir.
Normalizasyon amagh referans gen(ler) se¢imi bu teknikte dikkat gerektirmektedir.
Janska ve arkadaslarinin (2013) ¢alismasinda, kuraklik stresi altinda arpa fidelerinin
yapraklart kullanilarak gen ekspresyonu ¢aligmalari igin 13 referans genin
karsilastirmasini, 3 farkli yazilimla yapmistir. Calismalarinda, bizim de teze referans gen
olarak aldigimiz GADPH geninin, arpada kuraklik ile ilgili oldugunu ve bu sonucun her
tic yazilim i¢in de kararli oldugunu belirtmislerdir. Sonug¢ olarak, arpada gen ifadesi
caligmalarinda qRT-PCR’1in yaygin olarak kullanildigini fakat farkli stres kosullarinda
farkli referans genlerin oldugunun goz 6niinde bulundurulmasini belirtmislerdir. Kowalik
ve Groszyk (2023), arpa (Hordeum vulgare L.), bugday (Triticum aestivumL.) ve
cavdarin (Secale graine L.) ¢cimlenme sirasinda belirledikleri genlerin ifade seviyelerine
baktiklar1 ¢aligmada, kontrol olarak arpa ADP-ribosilasyon faktor ve GADPH referans
genlerini kullanmiglardir. Gen ifade seviyelerinin karsilagtirilmast i¢in bu gen

calismamizda referans (Housekeeping) gen olarak seg¢ilmistir.

Kuraklik toleransindan sorumlu gen ve alellerin bagarili se¢ilimindeki ana zorluk, strese
karsi bitki yanmitinin karmasikligidir. Transkriptomik ¢alismalar bu karmasikligin

derinlemesine profillenmesine olanak saglayan stratejilerdendir. Transkriptom “bir
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organizmanin genlerinden ifade edilen veya edilmeyen RNA molekiillerinin toplami”
olarak adlandirilmaktadir (Ozsolak ve Milos 2011). Transkriptom analizi, baska hi¢bir
genomik bilginin olmadigi model olmayan bir tiirdeki eksprese edilen genlerin baslangic
karakterizasyonundan, iyi aciklanmis referans genom dizisinin bilindigi model
organizmanin organlar, dokular veya hatta tek tek hiicreler arasinda alternatif splikasyonu
ve gen ekspresyonunun detayli analizini kapsayan ¢ok genis bir konudur. Calismamizda,
litaretlir taramalari ile belirlenen HVA1, Dhn3, HYSNAC1, HVCBF4, HSP17.8 genleri
arpa gesitleri tizerinden qRT-PCR analizi ile degerlendirilmis ve gen ifade profilleri

olusturulmustur.

HVAL1 (Highly ABA-Induced 1) geni bitkilerin kuraklik ve tuz stresine karsi yanit
vermesinde 6nemli rol oynayan, arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinde LEA-3 protein
grubu bir gen olarak bilinir. LEA proteinleri, tohum olusumunda, vejetatif dokularda
kuraklik, sicak, soguk ve tuz stresi kosullarinda veya absisik asit (ABA) uyarilmasini
takiben birikir. HVAL geni, ABA fitohormonunun varliginda ifade edilir. ABA, bitkilerin
stres kosullarina uyum saglamasinda Kritik bir rol oynar. HVAL geni, ABA'nin sinyalini
alir ve bu sinyale yanit olarak aktive olur (Kader vd. 2012). Bu genin ifadesinin, H.
vulgare ssp. vulgare'nin stres altindayken su kaybini azalttigina, hiicresel hasari
Onlemelerine ve stomalarin1 (gézeneklerini) kapatmalarina yardimci oldugu, vejetatif
biiyiimeyi geciktirdigi, toplam taze biyokiitlesini sinirladigi Liang ve arkadaslari (2012)
tarafindan belirtilmistir. Giirel ve arkadaslar1 (2016), membran fosfolipitlerini kodlayarak

su ve iyon stresine kars1 hiicreyi korudugunu bildirmistir.

Calismamizda, 5 genotipin de HVAL geninin ifadesinin kurak stresiyle beraber kademeli
arttig1 gozlenmistir. Ttoprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zaman her 5 genotip igin
de en yiiksek degerini vermistir. Genotipler arasinda en yiiksek ifadeyi Tarm92 ¢esidi, en
diisiik ifadeyi de Avci2002 c¢esidi vermistir. Avci2002 c¢esidi ve H. spontaneum
genotipinin degerleri birbirine yakin ifade seviyelerinde bulunmustur. HVA1 gen ifadesi
icin Sayim40 c¢esidi, Tarm92 c¢esidinden diisiik ama Misket c¢esidinden yiiksek
Ol¢iilmiistiir. Kuraklik stresi ile birlikte HVA1l geninin ifadesinin artti§i bizim
calismamiza paralel baska calismalarla da desteklenmistir. Xu ve arkadaslar tarafindan

(1996) gen aktarimi yaptiklari ¢alismada, arpadan aktarilan HVAL geninin ¢eltik
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bitkilerinde stres kosullarina karsi kontrol grubu bitkilere oranla daha dayanikli
olduklarini; 6zellikle su eksikligi ve tuzluluk kosullarinda HVA1 geninin aktarildig: ikinci
generasyon celtik bitkilerinin daha yiiksek oranda tolerans gosterdikleri bildirilmistir.
Sivamani ve arkadaslarinin (2000) sera kosullarinda yaptiklar1 ¢alismada, arpadan
aktarilan HVA1 geninin bazi transgenetik bugday hatlarinda (T3) daha verimli su
kullanimini sagladigi bulunmustur. Arpada bulunan grup3 LEA proteinlerinden HVA1
geni, arpa, celtik ve bugdayda kurakliga dayanikliligi arttirdigi gézlenmistir (Chandra
Babu vd. 2004). Oraby ve arkadaslarinin (2005) yaptiklari ¢alismada, arpadan aktarilan
HVAL genine sahip tigiincli generasyon transgenetik yulaf (Avena sativa L.) bitkilerinin
kontrol grubu bitkilere gére daha iyi biiylime ve gelisme ile beraber tuzluluga (200 mM)
tolerans gosterdigi rapor edilmistir. HVALl promotorlerinin transkripsiyon kontrolii
altinda bulunan HSDREB1A geni yabani arpadan (H. spontaneum) parlak yalanci dariya
(Paspalum notatum Flugge) aktarilarak yapilan bir ¢alismada, James ve arkadaslarinin
(2008), transgenik bitkilerin, transgenik olmayan bitkilerle karsilastirildiginda siddetli tuz
stresini ve tekrarlanan ciddi dehidrasyon stresini tolere ettiklerini rapor etmislerdir. Liang
ve arkadaglarinin (2012) kurakliga dayanikli 48 kavuzsuz Tibet arpasi (Hordeum
vulgare ssp. vulgare) kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, HVAL geni susturuldugunda
bitkilerde 6nemli oranda su kayb1 oldugunu bildirilmistir. Samtani ve arkadaslar1 (2022)
arpadan aktarilan HVA1 genini bulunduran doubled haploid bugdaylarin kuraklik ve
sicaklik stresine karsi tolerans gostediklerini, Habib ve arkadaslarinin (2022) da ayn1 geni
bugdaya aktardiklar1 ¢aligmada transgenetik bugday bitkilerinin kuraklik stresi altinda
daha iyi ¢imlenme ve gelisme gostediklerini, kuraklik stresine tolerans gdsterdiklerini

bildirilmistir.

Dhn3 geni, dehidrin (DHN) olarak adlandirilan dehidrasyon proteinleri iginde, LEA-2
familyasindaki bir alt aileye aittir. Bu proteinler, bitkilerin kuraklik, soguk, tuzluluk ve
diger abiyotik streslere karsi yanit verme mekanizmalarinin bir pargasi olarak ifade
edilmektedir. Dhn3, bu dehidrin ailesinin bir tiyesidir ve bitkilerin stres kosullarina uyum
saglamasina, Ozellikle su kaybina (dehidrasyona) karst stabil kalmasina, kaybi
azaltmasina ve stres kosullarinda belirli transkript faktorleri ile etkilesime girerek, stres
yanitindaki genlerin ifadesinin diizenlenmesine yardimei oldugu belirtilmektedir (Malik
vd. 2017, Giiler ve Terzi 2020).
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Calismamizda Dhn3 geni kontrol gruplar ile kiyaslandiginda kurak stresiyle beraber
ifadesinde artis gozlenmistir. Ozellikle Tarm92, Sayim40 ve Misket cesitleri toprak su
kapasitesi %50’ye diistigli giin aradaki kat sayr degisiminin daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Toprak su kapasitesi %10’a diistiigii giin, Tarm92 c¢esidi ve ardindan
Sayim40 ¢esidi en yliksek ifadeye sahip cesitler olarak kaydedilmistir. Avc12002 ¢esidi
icin toprak su kapasitesi %10’a diistiigii giin, diger genotipler arasinda en diisiik ifade
seviyesini vermistir. Kuraklik stresi ile birlikte Dhn3 geninin ifadesinin arttigi bizim
calismamiza paralel baska ¢alismalarla da desteklenmistir. Park ve arkadaglarinin (2006)
kurakliga dayanikli ve dayaniksiz olmak iizere iki arpa ¢esidi iizerine yiirtittiigi
calismada, kurakliga dayanikli genotiplerin erken gelisme doneminde dehidrasyona tepki
olarak Dhn3 ifadesini arttirdigi gézlenmistir. Bu durum kurakliga hassas genotiplerde
goriilmemistir. Guo ve arkadaslarinin (2009) arpa genotiplerinde kuraklik stresinin
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, kuraklikla Dhn3 geninin ifadesinin arttigi ayrica bu
genin protein ve membran stabilitesini korudugu vurgulanmistir. Skodacek ve Prasil
(2011)’in arpa cesitlerinde kuraklik toleransini degerlendirdigi calismada, dehidrin
proteinlerinin diisiik tarla su kapasitesinde arttig1 belirtilmistir. Karami ve arkadaglarinin
(2013), iki farkli arpa g¢esidinde kuraklik etkilerini gozlemledikleri ¢alismada, Dhn3
geninin yiiksek oranda ifade edildigi belirtilmistir. Ayrica bu ekspresyonun verim ve bitki
biokiitlesi gibi dnemli 6zellikler ile pozitif korelasyonlu oldugu bulunmustur. Al-anany
ve arkadaslarinin (2023), Dhn3 {izerine yaptiklar1 ¢alismada, geltik bitkisinin kurakliga

toleransini arttirmasinin yaninda tuz stresine karsi da ifadesinin arttig1 vurgulanmistir.

Calismaya dahil edilen LEA grup tiyesi bu iki gen bitkilerin abiyotik streslere karsi
dayanikliligin1 arttirmada nemli bir rol oynamaktadir. Iki genin de birlikte dahil edildigi
calismalar mevcuttur. Marzin ve arkadaslarinin (2008) kuraklik stresi altinda 3 farkli arpa
genotipinin gen ifadelerini inceledikleri ¢aligmada, dehidrin ve HVAL genlerinin
ifadelerinin arttigr belirtilmistir. Giirel ve arkadaslarinin (2016), HVA1 ve Dhn3
genlerinin membran fosfolipitlerini kodlayarak su ve iyon stresine kars1 hiicreyi korudugu
bildirilmistir. LEA genlerinden HVAL ve Dhn6’nin kurakliga karsi yanit olusturdugu,
vejetatif bliyiimeyi geciktirdigi, H. vulgare ssp. vulgare'nin toplam taze biyokiitlesini
siirladigr gosterilmistir (Liang vd. 2012). Dhn3 ve HVA1 genleri, bitkilerin 6zellikle

kuraklik ve tuzluluk stresine karsi yanit vermesini diizenleyen genler olarak bitki
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biyoteknolojisi alaninda 6nemli bir arastrma konusu olmaktadir. Bu genlerin islevi,
bitkilerin stres kosullarina adapte olma yeteneklerini anlamak ve gelecekte daha dayanikli

bitkilerin gelistirilmesine katkida bulunmak i¢in 6nem arzetmektedir.

HvSNAC1 geni, arpa bitkisinde bulunan, SNAC (Stress-Responsive NAC) ailesine ait bir
gendir. SNAC genleri, bitkilerin abiyotik streslere (kuraklik, tuzluluk, soguk stresi) yanit
verme mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynayan bir protein ailesidir. HYSNAC1 geni,
abiyotik streslere kars arpa bitkisinin yanitini diizenler. Ozellikle kuraklik, tuz stresi ve
soguk stresi gibi kosullarda bu genin ifadesi artabilir. Diger taraftan bir transkript faktori
olarak islev goriir. Bu, diger genlerin ifadesini diizenleme yetenegi anlamina gelir. Stres
kosullarinda aktive oldugunda, gesitli stres yanitt genlerinin ifadesini artirabilir veya
diizenleyebilir. Stomalarin regiilasyonunda rol oynayabilir. Stoma kontrolii, bitkilerin su
kaybin1 ve gaz aligverisini diizenlemelerine yardimci olur. Bu, 6zellikle kuraklik stresi
altinda Onemlidir. Yine bu genin tuzluluk stresine yanit verme mekanizmalarini
diizenledigi bilinmektedir. Bu, arpa bitkisinin tuzlu topraklarda biiylime yetenegini
artirabilir (McGrann vd. 2015, Rohrig ve Dussart 2022). Model bitki Arabidopsis
thaliana'da yaslanmay1 geciktiren NAC gen mutantlari ayni1 zamanda abiyotik streslere
karst gelismis tolerans gostererek yaslanma ve stres arasinda bir iliski oldugunu
gostermektedir. NAC transkripsiyon faktorleri, ROS ve hormon yollarinin
manipiilasyonu da dahil olmak tizere farkl: siirecler yoluyla yaslanmay1 diizenlemektedir

(Lee vd. 2012, Wu vd. 2012).

Calismamizda, 5 genotipin de HvVSNACL1 geninin ifadesinin kurak stresiyle beraber
kademeli arttigi gbzlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigii zaman her 5
genotip i¢cin de en yliksek degerini vermistir. Genotipler arasinda en yliksek ifadeyi
Tarm92 ¢esidi vermistir. Sayim40 cesidi ile ifade seviyeleri birbirine yakin 6l¢iilmiistiir.
Misket c¢esidinin ifade seviyesi, kontrol grubuna gore anlamli artis gostermistir
(p<0.0001). Avci2002 ¢esidinin artisi, toprak su kapasitesi %10’a diistiikten sonra
(p<0.01); H. spontaneum genotipinin artis1 ise toprak su kapasitesi %20’ye distiikten
sonra (p<0.001) anlamli olarak ifadelenmistir. Avci2002 ¢esidi ve H. spontaneum
genotipi, HYSNAC1 geni igin, kuraklik etkileri arttiktan sonra ifadelenmistir denebilir. ki

genotip birbirine yakin degerler vermistir. HYSNAC1 geninin ve bu genin bulundugu
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SNAC ailesindeki genlerin, kuraklikla birlikte ifadesinin arttigi calismalar mevcuttur.
Puramik ve arkadaglarinin (2012), NAC transkripsiyon faktorleri ile yaptig1 ¢alismada,
ikincil hiicre duvar1 biyosentezi, yaslanma ve biyotik ve abiyotik stres toleransi dahil
olmak iizere birgok gelisimsel siirecin diizenlenmesinde rol oynadigini belirtmistir.
Ayrica tahillarda ROS metabolizmasi homeostazisinin tegvik edilmesinde ve
diizenlenmesinde (Lee vd. 2012, Wuvd. 2012, You vd. 2013), kuraklik, soguk ve
tuzluluk streslerine kars1 tepkilerin diizenlenmesinde, patojenlere karsi etki
gosterilmesinde (Chenvd. 2013, Sunvd. 2013), ¢oklu streslerin diizenlenmesinde
(Nuruzzaman vd. 2010) rol oynadig1 gosterilmektedir. McGrann ve arkadaslari (2015),
arpa stresine duyarli NAC transkripsiyon faktoriiniin (HVSNAC1) ekspresyonunun, tuza
ve kurakliga toleransa verilen yanitlarin diizenlenmesinde yer aldifini, ayrica strese
duyarli genlerin ekspresyonunu degistirdigini ve ROS homeostazinin yani sira stoma
kapanmasin1 kontrol eden genleri hedefledigini belirtmistir. Strese duyarli NACI
(SNACI) ile yapilan diger ¢alismalarda, Hu ve arkadaslari (2006), ilk olarak transgenik
piringte (OSSNAC1) karakterize edilen ve bu transkripsiyon faktoriintin kuraklik ve tuz
toleransinda olumlu bir rol oynadig1 gosterilen OSSNAC1’in strese duyarli genlerin
ekspresyonunu artirarak abiyotik ve oksidatif stres toleransini diizenledigini gostermistir.
You ve arkadaglar1 (2013), ayni transkripsiyon faktoriiniin stoma kapanmasi ve ROS
homeostazin1 kontrol eden genleri hedefledigi belirtilmistir. Al Abdallat ve arkadaglar
(2014), NAC transkripsiyon faktorii ailesinden OSSNAC1’in ortolog arpa geni
HVSNACL1'in asir1 ekspresyonunun da arpa bitkilerinde kuraklia tolerans: arttirdigini
gozlemlemistir. McGrann ve arkadaslarinin (2015), HYSNACL transkripsiyon faktoriiniin
asir1 ekspresyonu sonucu, arpada kurakliga dayanikliligi arttirmasi yaninda Ramularia
collo-cygni  mantar kolonizasyonu sonucu olusan Ramularia yaprak lekesi
semptomlarnin siddetini azalttig1 belirtilmistir. Giirel ve arkadaslarinin (2016) yaptigi
calismada, HYSNAC1'in asir1 ekspresyonunun, transgenik arpa bitkilerinin farkli gelisim
asamalarinda yabani tip ve hatta ekili arpa ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir kuraklik
tolerans1 ortaya koydugunu gostermistir. Bunun nedeninin, HYSNACL'in bitkinin su
durumunu iyilestirmesi, fotosentetik aktiviteleri artirmasi, biyolojik verimi tesvik ederek

su kaybin1 azaltmasi olarak bildirilmistir.
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HvCBF4 geni, soguk stresine karsi yanit veren bir gen olarak bilinse de, kuraklik stresi
ile de iliskilendirilmistir. Bu genin kuraklik stresine karsi arpa bitkisinin yanitini
etkiledigi ve kuraklik dayanikliligini artirdigi belirtilmistir. Buna ek olarak, ABA adi
verilen bir fitohormonun yanitin1 diizenleyebilir. ABA, kuraklik stresi kosullarinda
tiretilir ve bitkilerin suyu daha verimli kullanmalarina yardimci olur. HYCBF4 geni, ABA
yanitin1  etkileyerek bitkinin kuraklik stresine daha iyi adapte olmasina katkida
bulunabilir. HYCBF4 ve benzeri genler, stomalarin regiilasyonunda rol oynayabilir.
Stomalar, bitkilerin su kaybini kontrol etmelerine yardimci olur. HVCBF4 geninin
etkisiyle, stomalarin kapanmasi ve su kaybinin azaltilmasi saglanabilir. HYCBF4 geninin
icinde oldugu, transkripsiyon faktorleri igerisinde olan CBF/DREB ailesinin hiicredeki
gorevi, genlerin ekspresyonunu diizenlemek, sinyal yollarinda islev gérmek, bitkilerde
diisiik sicaklik, kuraklik ve tuzluluk toleransi ile ilgili sinyal iletim yollarinda rol
oynamak olarak tanimlanmigtir (Morran vd. 2011, Wu vd. 2011). Kizis ve arkadaslari
(2001), DRE’ye baglanan proteinlerden DREB1 ve DREB2 transkripsiyon faktorlerinin,
DRE elementini tasiyan haberci (reporter) genin transkripsiyonunu sagladigini, arpada
(Hordeum vulgare L. var. Tokak) PEG ile kuraklik uygulamasinda abiyotik stres
toleransinin antioksidan savunma sistemindeki enzimlerle (peroksidaz, katalaz ve
siiperoksit dizmutaz) iliskili oldugunu ve stres durumunda bu enzimlerin yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir. Ayrica DREB2 transkripsiyon faktorlerinin hem
tuz hem kuraklik stresi altinda gen anlatimlarinin arttigi qRT-PCR analizleri ile
saptanmigtir. Arabidopsis thaliana’da bulunan DRE bagimli CBF/DREBI transkripsiyon
faktoriinii kodlayan gen ile arpada bulunan HvCbf3’ii kodlayan genin benzer oldugu Choi
ve arkadaglari (2002) tarafindan bildirilmistir. Birgok bitki ¢esidinde de CBF3 ve
CBF4'liin ekspresyonunun kuraklik ve tuzluluk stresiyle arttigi, Haake ve arkadaslari
(2002) tarafindan belirtilmistir. Skinner ve arkadaslar1 tarafindan (2005), arpada
HvCBF1, HVCBF3 ve HVCBF4 alt grubu olarak siniflandirilan en az 20 CBF geni tespit
edilmistir. Ornegin arpa HVCBF4 geni, Arabidopsis, Vitis vinifera ve Vitis riparia'da
CBF/DREB1'e yakin homolog bir proteini kodladigi belirtilmistir (Xiao vd. 2008).

Calismamizda, 5 genotipin de HVCBF4 geninin ifadesinin kurak stresiyle beraber
kademeli arttigi gozlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigli zaman her 5

genotip i¢in de en yliksek degerini vermistir. Genotipler arasinda en yliksek ifadeyi
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Tarm92 cesidi vermistir. Sayim40 ve Misket c¢esitleri, Tarm92 ¢esidine yakin degerler
vererek siralanmistir. En diislik ifade degeri H. spontaneum genotipinde Olgiilse de
Avc12002 ¢esidi ile birbirlerine yakin degerler 6l¢lilmistiir. Her iki genotip igin de toprak
su kapasitesi %10 altina diistiigii zaman 6l¢iilen ifade seviyesi, istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). HYCBF4 geni ile kuraklik arasindaki iligki, genellikle bitkilerin su
stresine ve abiyotik streslere karsi yanit verme mekanizmalarini anlamak ve bitkilerin
daha dayanikli hale getirilmesine yonelik ¢alismalarda arastirilmistir. Bu genin ifadesinin
artirtlmasi, bitkilerin kuraklik kosullarina kars1 daha iyi adapte olmalarina ve daha yiiksek
kuraklik dayanikliligina sahip olmalarina katkida bulunabilir. Oh ve arkadaslarinin
(2007) bir arpa geni olan HYCBF4’ii izale ederek yaptiklari ¢alismada, transgenetik ¢eltik
bitkilerinde HYCBF4’iin asir1 ekspresyonu sonucu olarak herhangi bir gelisme geriligi
olmadan kurakliga, yliksek tuzluluk ve diisiik sicaklik stresine karsi tolerans artigina
neden oldugunu bildirmislerdir. Wu ve arkadaslarinin (2011) yaptigi calismada HVCBF4
geninin Tibet yabani arpasinda tuzluluk toleransi ile 6nemli oranda iliskili oldugu,
tuzlulukla ifadesinin arttigi bulunmustur. Lourengo ve arkadaslarinn (2011) yalnizca
HvCBF4'i ifade eden transgenetik ¢eltik bitkilerinin kuraklik stresine kars1 kontrol grubu
olan transgenetik olmayan bitkilere kiyasla daha dayanikli olduklarini bildirmislerdir.
Ayrica, bu bitkilerin kontrol grubuna gore fotosentez kapasitelerinin daha yiiksek
oldugunu ve stres kosullarina yanit veren genlerin (>400) regiilasyonunun arttigini
vurgulamiglardir. HYCBF4 genlerinin arpada abiyotik stres kosullarina kars1 énemli rol
oynadig1 yapilan birgok ¢alismada bildirilmistir. Ornek olarak Francia ve arkadaslarinin
(2016) arpada HVCBF4'iin kopya sayisinin arttigi genotiplerde dona dayanikliligin da

dogru orantili olarak arttigini bulmuslardir.

HSP17.8 geni, abiyotik streslere kars1 bitkilerin yanit verme mekanizmalarinin bir pargasi
olarak ifade edilen bir sicaklik sok proteinidir (heat shock protein, HSP). Ayrica "small
heat shock protein (sHSP)" olarak da adlandirilir. HSP17.8 bitkilerin stres kosullarina
kars1 dayanikliligin1 artirmada 6nemli bir rol oynarlar. Bu proteinler, proteinin yanlig
katlanmasin1 veya toplanmasini dnledikleri i¢in kontrol ve stres kosullar1 altinda protein
islevselligini saglar. Ayrica normal biiylime, gelisme ve cesitli streslere yanit icin ¢ok

onemlidir (Wu vd. 2022, Ghouili vd. 2023).
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Calismamizda, 5 genotipin de HSP17.8 geninin ifadesinin kurak stresiyle beraber
kademeli arttig1 gozlenmistir. Toprak su kapasitesi %10 altina diistiigli zaman her 5
genotip i¢in de en yliksek degerini vermistir. Genotipler arasinda en yiiksek ifadeyi
Tarm92 ¢esidi vermistir. Sayim40 ve Misket ¢esitlerinin ifade seviyeleri birbirlerine ¢ok
yakin Ol¢iilmiistir. En diistik ifade degeri H. spontaneum genotipinde O6l¢iilmiistiir.
Avci12002 gesidi, H. spontaneum genotipine yakin ifade seviyesinde kaydedilmistir. Her
iki genotip toprak su kapasitesi %20’ye diistiigili giinden sonra dlgiilen ifade seviyeleri ile
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). HSP'lerin kuraklik stresi altinda nasil
davrandigi bitki tiirline, stres diizeyine ve genel biiylime kosullarima bagli olarak
degisebilir. Ancak genel olarak, HSP'lerin ifade seviyelerinin artmasi, bitkilerin kuraklik
stresine karst koruma mekanizmalarin1 harekete gecirdigini ve hiicresel sagligi
siirdiirmeye c¢alistigin1 gosterebilir. Gergeklestirilen abiyotik stres arastirmalarinda
bitkilerin birgogunda HSP’lerin kuraklik stresi ile indiiklendigi goriilmiistiir (Mikolajczak
vd. 2023). Guo ve arkadaslar1 (2009) arpanin (Hordeum vulgare L.) kuraklik stresine
adaptasyonundaki genetiksel cevabini tanimlamak i¢in, mikroarray yontemi kullanarak
stres altindaki yapraklarin transkripsiyonel degisimlerini belirlemistir. Membranlarin ve
proteinlerin stabilizasyonu (1s1-sok proteinlerinden HSP17.8 ve dehidrin proteinlerinden
DHNB3) ile ilgili genler, toleransh ¢esitler tarafindan ifade edilmis ve bu genlerin
kodladig1 proteinlerin kuraklik stresine toleransi arttirdigi bulunmustur. Kasim ve
arkadaglar1 (2012), bugdayda yapilan kuraklik ¢aligsmasinda, stresin etkisiyle taze agirlik,
kuru agirlik ve su igeriginde diisme, kuraklik stresi ile ilgili olan APX1, SAMS1 ve
HSP17.8 genlerinin ifadesinde artma oldugunu goézlemlemistir. Sun ve arkadaslarinin
(2001), transgenik Arabidopsis bitkisinde kuraklik ve tuzluluk stresi etkilerini ¢alistiklari
aragtirmada AtHSP17.7 geninin ifadesinin arttigin1 ve bitkiyi kuraklik ve tuzluluk stresine
kars1 tolere ettigi saptanmistir. Cocetta ve arkadaslarinin (2022) yaptig1 calismada, bazi
HSP'lerin bitki gelisimi sirasinda rol oynadiklarini 6ne siirerken, HSP 70 ve kiigiik 1s1
soku proteini (sHSP) gibi diger HSP'lerin 1s1 stresi altinda yukari regiile edildigini, bu da
bunlarin 1s1 stresi dahil abiyotik strese karsi koruyucu bir islev sergilediklerini one

stirdiigiinii belirtmislerdir.
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6. SONUC

Abiyotik stres, diinya genelinde, gida tretimi ve giivenligini kisitlayan en biiyiik
etmenlerden biridir. Bitkideki abiyotik streslerin etkisi, iklim degisikligi ile birlikte hizla
artmaktadir. Ozellikle kuraklik stresi, tarimsal alanlarin kullanilabilirligi ve kalitesini
olumsuz etkilemesinin yani sira bitkiler {izerinde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
diizeyde olumsuz etkiler olusturmaktadir. Daha verimli bitki yetistiriciligi igin, strese

cevap ve tolerans mekanizmalarinin aydinlatilmasi ¢ok dnemlidir.

Strese kars1 bitkilerin verdigi tepkiler, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
sekilde ¢ok ¢esitli olabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda da erken fide doneminde kuraklik
stresi uygulanan Tarm92, Sayim40, Misket, Avci2002 ve H. spontaneum arpa
genotiplerinin strese verdikleri tepkiler incelenmistir. Kuraklik stresi arttikca bitki
biliylimesi, taze/kuru agirliklari, yaprak igerisindeki suyun miktar1 ve yapraklardan
6l¢iilen klorofil miktar1 diigmiistiir. Tarm92 cesidinin diger genotiplere gore yiiksek deger
verdigi Ol¢lilmiistiir. Pek cok bitki tiirtinde stres altinda prolin birikiminin, stres toleransi
ile iligkili oldugu ve konsantrasyonunun strese duyarli bitkilerde strese toleransl bitkilere
oranla daha yiliksek oldugu daha once yapilan ¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda da
belirtilmistir. Tarm92 ¢esidi, toprak su kapasitesi %20 ve %10’a diistiigii giinlerde prolin
ifadesini en ¢ok arttiran genotip olmustur. Sayim40 ve Misket cesitleri de Tarm92
cesidine ¢ok yakin prolin degerleri vermistir. Strese cevapta rol oynayan sinyal
yolaklarinin ve mekanizmanin, bunlarin sorumlu oldugu genlerin incelenmesi,
genotiplerin strese tolerans mekanzimasinin ve farkliliklarinin anlagilmasi hangi genlerin
etkinlestigi ve hangi sinyal yollarinin devreye girdigini anlamada ¢ok dnemlidir. HVAL,
Dhn3, HYSNAC1, HVCBF4, HSP17.8 gen ifadelerinin incelendigi ¢alismamizda Tarm92

¢esidi timiinde en yiiksek ifadeyi vermistir.

Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6lgiimler, bitkilerin kuraklik stresine
nasil tepki verdigini anlamak i¢in farkli agilardan yaklasan farkli arastirma yontemleridir.
Calismamiz i¢inde tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Tarm92, Sayim40 ve
Misket gesitlerinin kurakliga; Avci2002 c¢esidi ve H. spontaneum genotipinden daha

dayanikli oldugu bulunmustur. Bir¢ok caligma farkli bitki tiirlerinin kuraklik stresine
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kars1 farkli tepkiler verdigini, bitkilerin kuraklik stresine duyarliliginin, stres derecesine,
farkli stres faktorlerine, bitki tiirlerine ve gelisim evrelerine bagli olarak sekillendigini
belirtmistir. Bu tez ¢alismasinin, bitki metabolizmasinin kurakliga karsi verimini ve
cevresel baskilara karsi toleransini artiracak molekiiler mekanizmalarin daha fazla
arastirilmasi i¢in iyi bir kaynak olacag: diisiiniilmektedir. Kuraga dayaniklilig1 iyi olan
cesitlerin gelistirilmesi ve mevcut alanda tiretimi arttirma yollarmin aragtirilmasi
1slahgilarin temel hedefleri arasinda olmalidir. Morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
Olclimler arasindaki kiyaslama, bitkinin stres yanitin1 daha derinlemesine anlamak i¢in
cok onemlidir. Birlestirilmis yaklasimlar, bitkinin stresle nasil etkilesime girdigini daha
genis bir perspektifle ortaya koyabilir ve bdylece daha iyi stratejiler gelistirmemize

yardimc1 olabilir.
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