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OZET

Doktora Tezi

KURAKLIK STRESI VE HUMIK ASITIN EKMEKLIK BUGDAYDA (Triticum
aestivum L.) BAZI GENLERIN mRNA IFADE SEVIYELERI VE DNA
KONFORMASYON DEGiSIMLERINE ETKiSi

Esra ARSLAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Giileray AGAR

Arastirmada, -6 bar ve -8 bar PEG6000 ile olusturulan kuraklik stresi, absisik asit (ABA)
(100 pM) ve humik asit (HA) (%10 (w/v)’luk HA soliisyonundan %]l oraninda)
uygulamalarinin toleransli (Aksel 2000 ve Kirkpimar 79) ve hassas (Atl 2002 ve Kirmizi
Kilgik) ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) genotiplerinde bazi1 biyokimyasal
parametrelere, kuraklik genlerinin mRNA transkript seviyelerine ve DNA formlar {izerine
olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Biyokimyasal parametrelerden malondialdehit
(MDA), hidrojen peroksit (H20>), total oksidan (TOS) ve total antioksidan durumu (TAS)
seviye Olgtimleri yapilmigtir. Kuraklik stresi ile ilgili oldugu bilinen TaSRG, TaCP, Sall,
Eral ve TdPIP1 genleri ile miR172, miR396, miR397, miR398 ve miR408 hedef genlerinin
sirastyla AP2, GRF, lakkaz, CSD1/CSD2 ve plastosiyanin’in mRNA transkript seviyeleri
gRT-PCR analizi ile belirlenmistir. Ayrica, ATR-FTIR spektrometrik 6l¢iimler yapilarak
kemometrik analizlerden hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) ve temel bilesen analizi
(PCA) metotlar1 kullanilarak arastirmadaki uygulamalar siniflandirilmis, kalitatif analizler
ile DNA topolojik degisimleri tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, uygulanan
kuraklik dozlarmin MDA ve HO:; seviyesinde artisa neden oldugu, ABA ve 6zellikle HA
uygulamalarinin ise MDA seviyesini azalttigi ve H,O> miktarini ise artirdigi belirlenmistir.
Toleransli genotiplerin stres uygulamalarina karsi tolerans mekanizmalarini oksidan
miktarlarin1 azaltan, antioksidan sistemlerini artiran tolerans mekanizmalarini daha fazla
harekete gegirdigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alistigimiz genlerin ifadelerinin genotipe ve
dokuya bagl olarak degiskenlik gosterdigi ve yaptigimiz promotor analizlerinde genlerin
strese toleransin saglanmasinda ABA-bagimli ya da ABA-bagimsiz mekanizmalardan
hangisini kullandig1 saptanmistir. Bu genlerden Sall, Eral, lakkaz ve CSD1/CSD2
genlerinin toleransli ve hassas genotipleri belirlemede biyoteknolojik olarak yararli oldugu
diistiniilmektedir. Bunun yanisira, stres uygulamalari ile DNA formlarmin hassas
genotiplerde B-DNA’dan Z-DNA’ya dontsimii ile hipermetilasyonun, toleransh
genotiplerde ise B-DNA ve A-DNA formlarinda artisin goriilmesi ile demetilasyonun
meydana geldigi, ABA ve HA uygulamalarinin ise bu degisikligi diizenledigi belirlenmistir.
Sonu¢ olarak, kuraklik stresinin bitkide olusturdugu gerek biyokimyasal gerek DNA
topolojisinde ve genlerde olusturdugu diizensizliklerin ABA ile iyilestirilebildigi ancak
humik asitin genler {izerindeki olumlu etkileri géz oniine alindiginda ABA’ya alternatif
olarak kullanilabilecegi saptanmustir.

2018, 194 sayfa

Anahtar Kelimeler: Triticum aestivum, kuraklik stresi, absisik asit, humik asit, Q-PCR,
ATR-FTIR



ABSTRACT

PH. D. Thesis

THE EFFECT OF DROUGHT STRESS AND HUMIC ACID ON mRNA
EXPRESSION LEVELS OF SOME GENES AND DNA CONFORMATION
CHANGES IN BREAD WHEAT (Triticum aestivum L.)

Esra ARSLAN

Ataturk University
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Supervisor: Prof. Dr. Giileray AGAR

The research was aimed to determine the effects of the drought stress generated by -6 bar
and -8 bar PEG6000, abscicic acid (ABA) (100 uM) and humic acid (HA) (10% (w / v) 1%
of the HA solution) treatments on some biochemical parameters, mRNA transcript levels of
drought genes and the DNA forms on tolerant (Aksel 2000 and Kirkpinar 79) and sensitive
(Athh 2002 and Kirmizi Kilgik) bread wheat (Triticum aestivum L.) genotypes.
Malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H-0.), total oxidant status (TOS) and total
antioxidant status (TAS) were measured from biochemical parameters. The mRNA
transcript levels of TaSRG, TaCP, Sall, Eral and TdPIP1 genes known to be related to
drought stress and the target genes of miR172, miR396, miR397, miR398 and miR408,
respectively AP2, GRF, laccase, CSD1/ CSD2 and plastocyanine genes were determined
with qRT-PCR. In addition, the treatments in the research were classified with Hierarchical
Clustering Analysis (HCA) and Principal Component Analysis (PCA) methods from
chemometric analysis and DNA topological changes were determined with qualitative
analyses by taking ATR-FTIR spectrometric measurements. According to the results, it was
determined that the treated drought doses caused an increase in MDA and H.O; levels,
whereas ABA and especially HA applications decreased MDA and increased H2O> levels.
Tolerant genotypes have been found to provide tolerance mechanisms against stress
treatments by decreasing oxidant amounts and increasing antioxidant systems. Also, the
expression of the genes varied depending on genotype and tissue and it was determined
whether the genes used ABA-dependent or ABA-independent mechanisms to provide
tolerance to stress in our promoter analysis. Sall, Eral, laccase and CSD1/CSD2 genes
from these genes are thought to be biotechnologically useful in determining tolerant and
sensitive genotypes. In addition, hypermethylation was occured when DNA forms are
transformed from B-DNA to Z-DNA in sensitive genotypes and demethylation was occured
when B-DNA and A-DNA forms were increased in tolerant genotypes, also ABA and HA
treatments were regulated this change. As a result, it was determined that the irregularities
of the biochemical, DNA topological and the genes that were caused by drought stress
could be improved by ABA, but humic acid could be used as an alternative to ABA
considering the positive effects on genes.

2018, 194 pages

Keywords: Triticum aestivum, drought stress, abscisic acid, humic acid, Q-PCR, ATR-
FTIR
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1. GIRIS

Her yil %1,09 oraninda artan diinya niifusuna oranla yiyecek sikintisinin artmasi
diinyanin karsilastigi en 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir. FAO’nun 2018 yili
verilerine gore diinya niifusunun yaklasik %10,7’si yetersiz beslenme ve dolayisiyla
aclik sorunu yasamaktadir. Ozellikle bugday basta olmak iizere musir, geltik gibi tarim
triinlerinin tarima uygun arazilerde yetistirilmesi ile aglik sorununun bir miktar
tyilestirilecegi diistinilmektedir. Yaklagik 8000 yil boyunca pek ¢ok medeniyetin en
onemli gida iirlinlerinden olan bugday, belirli derecede nem ve sicaklik istememesi, 6zel
toprak kosullarina gereksinim duymadan ¢ok genis arazilerde yetistirilmesi, agronomik
adaptasyon kabiliyeti, kislik ve yazlik {iretilebilmesi, depolanmasinda kolaylik gibi
pekcok nedenden 6tiirii 240 milyon hektarlik ekim alaniyla Diinya’da ve Tiirkiye’de en
cok tiretilen tahildir (FAO 2018).

Ulkemizde vyiiksek orandaki bugday cesitliligine ragmen, son yillarda verim ve
tiretiminde belirgin artiglar saglanamamistir. Bunun nedeninin, ekim alanlarinin tarla
alanlar1 st smirina ulasmasi ve iiretimin kurak kosullarda yapilmasi ile iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte bugday gibi ekonomik éneme sahip bitki
tirlerinin pek ¢ok gevresel stres faktorlerine maruz kalmasi da gelisimini, verimini,

hatta yagsamini tehlikeye sokan en biiyiik unsurdur.

Bitkiler hareket edemeyen canlilar olmalart nedeniyle bulunduklar1 yerin g¢evresel
kosullarinin optimum siirlardan sapmasi durumunda, bu degisimin siiresi ve siddetine
bagli olarak bitkilerin normal metabolik faaliyetlerinde biiylime ve gelisme olaylarin
olumsuz yonde etkileyen onemli degisiklikler meydana gelmektedir. Bu duruma yol
acan c¢evrenin her bir elemanina stres faktorii, bitkinin i¢ine diistiigii bu tiir durumlara da
stres adi verilmektedir. Biyolojik stresin en pratik tanimi, bitkiler gibi biyolojik bir
sistemin normal isleyisini engelleyen olumsuz bir kuvvet veya bir durumdur. Abiyotik
(kuraklik, tuzluluk, 151k, sicaklik, asir1 karbondioksit, ozon vb.) ve biyotik (bdcekler,
hayvanlar, patojenler vb.) olmak iizere 2 gruba ayrilan stres faktorlerinden biri olan

kuraklik, genel anlamiyla topragin igerdigi sinirli miktardaki su ile bitkinin yasamini



tehlikeye sokacak kadar uzun siiren, ortalama yagis miktarindan daha diisiik olan
meteorolojik bir kavram olarak tanimlanmaktadir (Kalefetoglu and Ekmekg¢i 2005).
Topragin su tutma kapasitesi ve bitkilerin evapo-transpirasyon hizina bagli olarak,
kuraklik bitkiler i¢in 6nemli bir tehdit unsuru olusturabilmektedir. Bugday, kurakligin
olumsuz etkilerine karsi onlem alinmasi gereken tarimsal iiriinlerin ilk siralarinda yer
almaktadir. Arastirmalara gore, 2025 yilina kadar diinya niifusunun yaris1 su kitliginin
oldugu bolgelerde yasayacaktir (WHO 2016). Mevcut suyun yaklagik %92'sinin
tarimsal tiretim igin kullanildigi (Hoekstra and Mekonnen 2011) diisiiniilecek olursa su
kithgmin bir nebze iyilestirilebilmesi i¢in kurakliga dayanikli bitkilerin yetistirilmesi ve
kurakliga toleransli bugday islahi igin kuraklik tolerans mekanizmalarinin tam olarak

belirlenmesi gerekmektedir.

Diger stres faktorlerinin etkilerini de artirabilme 6zelliginden dolay1 kuraklik; bitkileri
morfolojik, fizyolojik ve hatta biyokimyasal olarak ¢esitli yonlerden etkilemektedir
(Nezhadahmadi et al. 2013). Kuraklik, hiicre membran ve organel yapilarinda
degisikliklere, su ile ilgili olan biyokimyasal ve fizyolojik siireclerde sorunlara neden
olan doku dehidrasyonuna neden olabilmektedir. Ayrica, uzun siireli stres durumunda
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi de artmaktadir. ROT lar kismen azaltilmis veya
uyartlmis atmosferik oksijen formlaridir. Normal sartlar altinda bitkinin kloroplast,
mitokondri ve peroksizom kisimlarinda yan iiriin olarak siirekli sentezlenen (Gill and
Tuteja 2010) ancak stres kosullarinda miktarlar1 artan ROT’lar, hiicre zarlarinin
fosfolipitlerini (6zellikle doymamis yag asitlerini), proteinleri, niikleik asitleri ve
klorofili pargalayan, pek ¢ok genin ve sinyal iletim yollarini indiikleyen toksik triinler
olup oksidatif hasara yol agmaktadirlar (Gill and Tuteja 2010). ROT’larin serbest
radikal [stiperoksit radikali (O2"), hidroksil radikali (OHe *), perhidroksi radikali (HO2)
ve alkoksi radikali (RO)] ile radikal olmayan (molekiiler) [hidrojen peroksit (H202) ve
tekli oksijen (*O2)] olmak iizere yar1 omiirleri ve oksidasyon potansiyelleri farkl1 olan
formlar1 bulunmaktadir (Zhao et al. 2001). ROT miktarlarina bakilarak stresin hiicrenin
hangi kisimlarinda ne boyutta bir hasara yol agtif1 tespit edilebilmektedir. Kuraklik
stresi altindaki pek ¢ok bitki tiirtinde lipit peroksidasyonunun belirleyicisi olan
malondialdehit (MDA) 6l¢iimii yapilarak bugdayda (Liu et al. 2013), pamukta (Zhang



et al. 2014), meyanda (Zhang et al. 2018), misirda (Correa de Souza et al. 2014), arpada
(Kamran et al. 2015) stresin etkileri belirlenmistir.

Bitkiler, artan ROT {iretimine karst oksidatif hasardan korunmak i¢in stratejiler
gelistirmiglerdir. Bir bitkide oksidatif strese karsi ilk savunma hatti, ROT {iretiminin
onlenmesidir. ROT olustuktan sonra hasari en aza indirgemek icin etkin bir sekilde
detoksifikasyon mekanizmalart devreye girmektedir. Antioksidan enzimler, bu
mekanizmalar1 katalizleyen veya ROT'un dogrudan uzaklastirilmasinda rol oynayan ve

kontrolsiiz oksidasyon basamaklarini engelleyen enzimlerdir (Gratéo et al. 2005).

Bitkilerde antioksidan savunma sistemleri; enzimatik [(siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz (APX), monodehidro
askorbat rediiktaz (MDHAR), dehidro askorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon peroksidaz
(GPX), glutatyon-S- transferaz (GST)] ve enzimatik olmayan [(askorbik asit (AsA),
glutatyon (GSH), fenolik bilesikler, alkaloidler, protein olmayan amino asitler, prolin ve
a-tokoferoller)] savunma sistemleri seklinde 2 gruba ayrilmaktadir. Her iki grupta,
ROT’lar1 temizleyerek kontrolsiiz oksidasyonlara neden olan sinyal yolaklarini kontrol
ederek bitki hiicrelerini oksidatif hasarlardan korumaktadirlar (Gill and Tuteja 2010).

Stres esnasinda bir taraftan miktar1 artan ROT’larin  antioksidan enzimlerle
temizlenmesi devam ederken, diger taraftan bitkide farkli koruma mekanizmalar1 da
gelistirilmektedir. Su stresine kars1 verilen ilk yanit, fotosentez oranlariin azaltilmasi
ve gelisimin siirginden koklere dogru kaymasidir (Praba et al. 2009). Bu degisim,
bitkinin su alim kapasitesinde bir artisa yol a¢gmaktadir. Ozmotik stresin zamanla
siddetlenerek artmasina (Munne Bosch and Alegre 2004) ve bu siiregte bitkinin
aklimasyona ugrayarak su dengesini diizenlemek icin hem i¢sel hem de digsal
degisikliklere yol agmasini saglamaktadir. Bitkiler genel olarak membranlarini ve
proteinlerini koruyarak, olusan hasari onararak, ilgili genlerini aktive ederek ve diger
eszamanl streslere kars1 kendilerini koruyarak olumsuz kosullara uyum saglayabilirler.
Hiicredeki su kaybini dnleyen gesitli mekanizmalar mevcuttur. Ornegin, prolin, fruktan

gibi osmolitler dehidrasyon siiresince hiicredeki turgoru dengede tutarak, protein ve lipit



stabilizasyonunu saglayarak bu isi iistlenirken, iyon kanallar1 ve akuaporin gibi tasiyict
proteinlerde bariyer gorevi Ustlenerek hiicrenin su ¢ikisini 6nlemektedirler (Munne

Bosch and Alegre 2004).

Stres hormonu olarak bilinen absisik asit (ABA), bitki ile su arasindaki iliskiyi
diizenleyen 6nemli bir fitohormon olup, ayn1 zamanda strese cevabin diizenleyicisidir
(Taiz and Zeiger 2008). ABA, kuraklik sirasinda asir1 iiretilmekte ve ilk sentezlendigi
yer olan koklerden gdvde ve yapraklara tasinarak su kaybini1 dnlemek i¢in stomalarin
kapanmasina neden olurken (Yordanov et al. 2003; Osakabe et al. 2014) ayn1 zamanda
pek cok genin indiiklenmesine yol agmaktadir. Bir¢ok calismada stres altindaki bitkilere
disaridan ABA uygulamasinin kuraklikla ilgili olan bazi genleri aktive ettigi bazilarini
ise etkilemedigi goriilmistir (Khan et al. 2012). Bu yiizden kurakliga karsi verilen
yanitin transkripsiyonel diizeyde transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle iki ayri
mekanizma (ABA-bagimsiz ve ABA-bagimli yolaklar) ile diizenlendigi one siiriilmiistiir
(Sekil 1.1) (Shinozaki and Shinozaki 2005; Budak et al. 2013).

ABA-bagimsiz  yolaklar, erken stres yanitlarinda yiliksek seviyelerde ABA
gerektirmeyen genleri ve genellikle koruyucu proteinleri icermektedir. ABA-bagimsiz
yolaklarda yer alan genler, kurakliktan sorumlu element (DRE) ve C-tekrar (CRT) cis-
elementler ile DRE-baglanma proteini (DREB) ve Zinc finger home domain (ZFHD)

transkripsiyon faktorlerinin kontroliindedir (Liu et al. 2018).

ABA bagimli yolaklar, endojen ABA birikimini gerektiren genler ile antioksidan ve
osmoprotektan mekanizmada gorev alan yapilart icermektedir. Cis-element analizinde,
ABA-bagimli kuraklikla ilgili bircok genin, promotor bolgelerinde ACGT dizilerine
sahip, korunmus ABA-duyarli element (ABRE) igerdigi belirlenmistir (Uno et al.
2000). Bu genlerin ifadesi ¢ogunlukla ABRE baglayici proteinler (AREB) veya ABRE
baglayic1 faktorler (ABF) iceren (basic-domain leucine zipper/ bazik 16sin fermuarli)
(bZIP) transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenmektedir (Uno et al. 2000; Fujita et al.
2013). Myelocytomatosis (MYC) ve Myeloblastosis (MYB) transkripsiyon faktorleri de



bu yolakta yer alan ve hedef genlerin ekspresyonunu aktive eden transkripsiyon

faktorlerindendir.

Ek olarak, NAC transkripsiyon faktorii, hem ABA'ya bagimli hem de ABA-bagimsiz

sinyallemede, kuraklik stresi altinda 6nemli rol oynamaktadir (Hu et al. 2006).
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Sekil 1.1. Kuraklik stresinde ABA-bagimli ve bagimsiz yolaklarda yer alan
transkripsiyon faktorleri (Yin et al. 2014)

Kuraklik stresi siiresince pek¢ok genin aktive oldugu bilinmektedir. Transkripsiyonel
diizeyde kuraklik stresi ile indiiklenen bazi genler yakin zamanda cesitli tiirlerde
tanimlanmistir. Bu genlerin fonksiyonlari, hiicrelerin kuraklia karst korunmasinda rol
alan ve benzer sekans homolojisine sahip oldugu bilinen proteinlerin fonksiyonlarindan
yola ¢ikarak belirlenmistir. Bu genler 2 grupta toplanmaktadir. Birinci grupta;
membranlar boyunca suyun hareketini saglayan su kanali proteinleri, ¢esitli
osmoprotektanlarin biyosentezi i¢in gerekli enzimler (sekerler, Pro- ve Gly-betain),
makromolekiil ve membranlari koruyabilen proteinler (LEA proteinler, antifriz
proteinleri, saperonlar ve mRNA baglayici proteinler), protein doniisiimii i¢in proteazlar
(tiyol proteazlari, Glp proteaz ve ubikuitin) ve detoksifikasyon enzimleri (glutatyon S-
transferaz, ¢oziinlir epoksit hidrolaz, katalaz ve siliperoksit dismutaz) gibi stres

toleransinda islev goren protein genleri yer almaktadir. Ikinci grup genler ise; sinyal



transdiiksiyonu ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan proteinleri,
fosfolipid metabolizmasinda rol oynayan ve stres tepkilerinde iglev goren protein
kinazlar, ilgili transkripsiyon faktorlerini ve enzim genlerini icermektedir (Zhang et al.
2010).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda kurakligin artmasi ile birlikte kurakliga toleransl
genotiplerin yetistirilmesi, molekiiler biyolojik, fonksiyonel genomik ve transgenik
teknolojilerindeki hizli gelismeler kurakliga bagl c¢alismalari kolaylastirmus, ilgili
genlerin ve gen bolgelerinin tanimlanmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Budak
et al. (2013), bugdayda kuraklik stresi ile ilgili genler ve fonksiyonlarini farkli
caligmalardan derlemislerdir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Bugdayda kuraklik stresi ile ilgili genler ve fonksiyonlar1 (Budak et al.
(2013)

Gen Fonksiyonu

TaPIMP1 Transkripsiyon faktorii: R2R3 tip MYB TF

TaSRG Transkripsiyon faktorii: Triticum aestivum tuz yanit geni

TaMYB3R1 Transkripsiyon faktorii: MYB3R tip MYB TF

TaNAC2a Transkripsiyon faktorii: Bitkiye 6zgii NAC

TaMYB33 Transkripsiyon faktorii: R2R3 tip MYB TF

TaWRKY?2 Transkripsiyon faktorii: WRKY tip TF

TaWRKY19 Transkripsiyon faktorii: WRKY tip TF

TdicDRF1 Transkripsiyon faktorii: DRE baglanma proteini

TaABC1 Kinaz: protein kinaz ABC1 (BC1 kompleksinin aktivitesi)

TaSnRK2.4 Kinaz: SNF1 tip serin/treonin protein kinaz

TaSnRK2.7 Kinaz: SNF1 tip serin/treonin protein kinaz

TdTMKP1 Fosfataz: MAP kinaz fosfataz

TaCHP CHP’ce zengin ¢inko parmak proteini

TaCP Protein degradasyonu: sistein proteaz

TaEXPB23 Hiicre duvarmin genislemesi: expansin

TalL5 5Sribozomal ~ RNA’nmin  niikleositoplazmik  tasinmasi:
ribozomal L5 geni

Sall ABA bagimli ve ABA bagimsiz mekanizmanin negatif
diizenleyicisi: Inositol polifosfatl fosfataz

Eral ABA diizenlenmesi

TdicAtg8 Otofaj: Otofaj geni

TDPIP1; TDPIPI2  Koruyucu protein: Plazma membran intrinsik proteini

TdicTMPIT1 Otofaj: Integral transmembran protein

TaSIP Tuz stresi ile indiiklenen protein: SOS sinyali diizenleyicisi




Arastirmamizda Cizelge 1.1’de verilen genlerden TaSRG, TaCP, Sall, Eral ve
TdPIPY’in ifade diizeylerine bakilmistir. Bu genlerle ilgili ayrintili bilgi asagida

verilmistir.

TaSRG geni; tuza yanit transkripsiyon faktorii olarak bilinmektedir. ABA-bagimli ve
bagimsiz yolaklarda yer alan transkripsiyon faktorlerine ek olarak, yeni kesfedilen bir
transkripsiyon faktoriidiir (He et al. 2011). ilk kez celtikte ve Arabidopsis’te tanimlanan
bu genin homolugu da bugdayda tanimlanmistir (Xiaoliang et al. 2011). Esas olarak,
tuzlu topraklarda yetisen bitkilerde tuz toleransini artiran bir transkripsiyon faktoriidiir
(He et al. 2011). Ancak kuraklik, soguk (He et al. 2011), sicak ve agir metal streslerinde
de (Ergiin et al. 2014) ifadesinin degistigi belirlenmistir.

TaCP geni; bir sistein proteazdir (CP). CP'ler yaklasik 21-30 kDa'lik molekiiler kiitleye
sahip olan ve tiim canli organizmalarda bulunan proteinlerdir. CP'ler birgok
biyokimyasal siirecten sorumludur. Tohum olusumu, bitki gelisimi, senesens ve
apoptoziste gorev alan CP'lerin esas rolii peptitleri ve proteinleri metabolik
degredasyona wugratarak strese yanitta protein remobilizasyonunu saglamaktir
(Grudkowska and Zagdanska 2004). CP’lerin bu aktivitesini gergeklestirmesi, uygun
gen transkripsiyonu, proteaz sentezi ve degradasyon oranina ve de spesifik inhibitorlerin
diizenlenmesine baghdir. Bugdayda, iyi sulanan bitkilere kiyasla kurakliga maruz kalan
bitkilerde hiicre i¢i CP’lerin aktivitesinde artigin gozlenmesi bu genin kuraklikta
miktarinin arttiginin gostergesidir (Zagdanska and Wisniewski 1996; Khanna Chopra et
al. 1999).

Stres sinyalinin negatif diizenleyicisi olarak tanimlanan Sall geni, bitkilerde strese
cevapta yakindan ilgilidir. Sall, hem 3°(2), 5’-bisfosfat niikleotidaz (3’-fosfoadenozin
5’-fosfat) (PAP) hem de inositol polifosfat 1-fosfataz aktiviteleri olan bifonksiyonel bir
enzimi kodlamaktadir (Quintero et al. 1996). Kuraklik stresi ile birlikte aktive olan Sall
geni substrati olan PAP birikimini indiiklemekte, kloroplasttan niikleusa tasinan PAP,
strese cevap genlerini inaktive etmektedir (Sekil 1.2). Sall geni niikleotidaz

aktivitesinin, RNA susturulmasini diizenleyen posttranskripsiyonel mekanizmadan



sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir (Gy et al. 2007). Fakat niikleotidaz aktivitesinin
streste gen regiilasyonuna katkisi heniiz bilinmemektedir. Arabidopsis’te yapilan farkli
calismalarin tamaminda Sall’in yoklugunda kurakliga tolerans artmistir (Wilson et al.
2009; Estavillo et al. 2011; Hirsch et al. 2011).
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Sekil 1.2. Sall geni ve PAP sinyal yolag: (Estavillo et al. 2011)

Eral geni; protein farnesilasyonunda goérev alan farnesiltransferaz enziminin substrat
spesifitesini belirleyen B alt tinitesini kodlamaktadir. Kuraklik stresi boyunca, ABA,
beke¢i hiicrelerindeki iyon taginimini degistirerek stomanin agilmasina engel olmaktadir.
Bu durum bitkinin transpirasyon yoluyla su kaybin1 Onlemektedir. Stoma
iletkenligindeki azalma protein farnesilasyonu yoluyla da olabilmektedir. Protein
farnesilasyonu membran lipitleri ve sinyal proteinleri arasindaki iletisimi diizenleyen
posttranslasyonel bir modifikasyondur. Farnesilasyon, bekg¢i hiicrelerinde ABA sinyal
yolunun negatif diizenleyicisidir. Bitkilerde protein farnesilasyonu, ABA-bagiml
kurakliga yanitin verilmesi ile en iyi sekilde tanimlanmistir (Cutler et al. 1996; Pei et al.

1998). Arabidopsis’te Eral’in fonksiyonunu yitirmesi ile sitosolik Ca?* konsantrasyonu



artmig, yapraklardaki transpirasyon hizi azalmig, kuraklik boyunca kuruma olayi
yavaslamistir (Allen et al. 2002).

Su kanallar1 olarak bilinen akuaporinler (plazma intrinsik proteinler; PIP) korunmus
major yapisal proteinlerden olup, o6zellikle plazma ve intraseliiler membranlarda bol
bulunurken, toplam membran proteinlerinin %5-50’sini olusturmaktadirlar (Karlsson et
al. 2003; Maurel et al. 2008). Yaklasik 20-35 kDa agirliginda olup (Johansson et al.
2000; Siefritz et al. 2002), 240-323 aminoasit uzunlugundadirlar (Quigley et al. 2001).
Akuaporinler pek ¢ok gen tarafindan kodlanmaktadirlar. Ilk olarak Arabidopsis’te daha
sonra misir, ¢eltik ve domateste kesfedilen akuaporin genleri allohexaploid bir tiir
olmasindan ve genomuna heniiz ulasilamamasindan dolayr bugdayda tam olarak
kesfedilememistir. Akuaporin genlerden biri plazma membran intrinsik proteini olan
TdPIP1 genidir. Siddetli kuraklik veya tuza maruz kalan bitkilerde hiicreden hiicreye su
transferinde bir artis gdzlenirken, membran proteinleri bitkinin hizli solmasini 6nlemek

icin mevcut su durumunun korunmasini saglamaktadirlar (Aharon et al. 2003).

Son yapilan calismalarda, bitkilerin strese cevabinda pek¢ok genin ifade edilmesinin
yanisira miRNA’larin da strese cevapta etkin rol oynadiklar1 bilinmektedir (Akdogan et
al. 2016). Bitki miRNA’lari; 21-24 niikleotid uzunlugunda, korunmus, kodlamayan
RNA'lar (ncRNA'lar) simifinda yer alip herhangi bir proteini kodlamayan ancak gen
ekspresyonunu diizenlemede rol oynayan kiiciik RNA molekiilleri grubudur (Cech and
Steitz 2014; Morris and Mattick 2014). Bu diizenlemeyi posttranskripsiyonel
degredasyon, translasyonun baskilanmasi (Jones Rhoades et al. 2006; Rogers and Chen
2013), metilasyon (Chellappan et al. 2010; Wu et al. 2010) veya histon modifikasyonu
(Chuang and Jones 2007; Singh and Campbell 2013) araciligiyla yapmaktadirlar.
Bitkilerde cesitli biyolojik siireclerde etkin rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu biyolojik
stirecler arasinda organ gelisimi (Aukerman and Sakai 2003), hormon sinyallemesi
(Mallory et al. 2005), patojenlere karsi savunma (Navarro et al. 2006) ve abiyotik strese
yanit (Sunkar and Zhu 2004; Sunkar et al. 2007; Lu and Huang 2008; Eldem et al.
2013) bulunmaktadir. Bu abiyotik stresler tuzluluk (Li et al. 2011), kuraklik (Zhao et al.
2007; Covarrubias and Reyes 2010; Eldem et al. 2012), soguk (Zhou et al. 2008) agir
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metaller (Huang et al. 2009) besin stresleri (Lu and Huang 2008) vb. olabilmektedir.
Sekil 1.3 (a)’da Triticeae liyelerinde en ¢ok calisilan stres c¢esitlerinde tanimlanan
miRNA ve hedef genlerinin yiizde degerleri, Sekil 1.3 (b)’de ise abiyotik strese cevapta
miRNA’larin  hedefledikleri farkli protein ve molekiillerin yilizdeleri verilmistir

(Alptekin et al. 2017).
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Sekil 1.3. (a) Triticeae’de abiyotik strese cevapta rol aldig1 belirlenen miRNA ve hedef genleri
(b) Abiyotik streste miRNA’larin hedefledikleri molekiiller (Alptekin et al. 2017)

Kuraklik stresi cevabinda yer alan miRNA diizenleyici aglar hakkinda daha fazla bilgi
edinmek i¢in miRNA'larin hedefleri belirlenmeye calisilmistir. Ayn1 miRNA ailesinin
sadece birka¢ baz ile farklilik gosteren farkli iiyeleri farkli mRNA transkriptlerini
hedefleyebilir ve farkli yollarin diizenlenmesinde goérev alabilmektedirler. Bu gibi
miRNA'larm, ilgili hedefleriyle birlikte ifadesi, stres kosullar1 altinda farklilik
gosterebilmektedir (Kumar et al. 2014; Liu et al. 2015; 2016). Hedef genleri ile birlikte
stres altinda farkli sekillerde ifade edilen miRNA'larin tanimlanmasi, bu kiigiik
riboregiilatorlerin strese karsi bitkinin dayaniklt kalmasindaki rolii acisindan kritik
oneme sahiptir. Korunan ve korunmayan miRNA'larin hedef tercihi de farklilik
gosterebilir. Kimi miRNA’lar biyosentetik ve katabolik siireglerde gérev alan enzimleri,
transport ve protein modifikasyonu gibi metabolizmada islev goren proteinleri hedef
alirken, kimi korunmus miRNA’lar stresle iligkili transkripsiyon faktorlerini

hedeflemektedirler.
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Yiiksek verimli sekanslama teknolojilerinin gelistirilmesiyle, Degradome Sequencing
veya PARE (RNA uglarmin paralel analizi) yontemleri ile abiyotik streste rol alan
miRNA hedeflerinin dogru se¢imi yapilabilmektedir (German et al. 2008). Bu yontemi
kullanarak, Arabidopsis (Addo Quaye et al. 2008), celtik (Li et al. 2010), soya fasulyesi
(Shamimuzzaman and Vodkin 2012) ve bugdayda (Alptekin et al. 2017) ¢ok sayida
mMIiRNA hedef geni basariyla tanimlanmistir. Triticeae’nin farkli iiyelerinde kuraklik
stresine cevapta tanimlanan miRNA ve hedef boélgeleri Cizelge 1.2°de verilmistir

(Alptekin et al. 2017).

Cizelge 1.2. Triticeae’de kuraklik stresine cevapta rol oynayan miRNA ve hedef
bolgeleri (Alptekin et al. 2017)

miRNA  Organizma Hedef bolge

miR1432  T. turgidum ssp. dicocoides, Fenil alanin tRNA sentetaz benzeri
T. turgidum ssp. durum,
T. aestivum

miR1450 T. turgidum ssp. dicocoides Mn superoksit dismutaz

miR156 T. turgidum ssp. dicocoides, Squamosa-promotor baglanma
T. turgidum ssp. durum, T. aestivum, H. proteinine (SBP) benzer
vulgare transkripsiyon faktorii

miR159  T. turgidum ssp. durum, T. aestivum MYB transkripsiyon faktorii

miR166  T. turgidum ssp. dicocoides, Homedomain 16sin zipper
T. aestivum, H. vulgare (HD-Zip) transkripsiyon faktorii

miR171  T. turgidum ssp. dicocoides, Scarecrow benzeri (SCL-6)
T. aestivum, H. vulgare transkripsiyon faktori

miR172 T. aestivum, H. vulgare Apetela2 benzeri etilenden sorumlu

transkripsiyon faktorii

miR1867  T. turgidum ssp. dicocoides DUF1242 superfamily

miR396 T. turgidum ssp. dicocoides, Growth regulating factor (Biiyiime
T. turgidum ssp. durum, H. vulgare diizenleyici faktorii) benzeri (GRF)

transkripsiyon faktorii

miR397 T. aestivum Lakkaz, bakir oksidaz domaini

miR398  T. turgidum ssp. dicocoides, Bakir-¢inko siiperoksit dismutaz
T. turgidum ssp. durum, T. aestivum, H.
vulgare

miR408 T. turgidum ssp. durum, H. vulgare Supredoksin ve fitosiyanin ile mavi

bakir  proteinleri igeren  Cu-
baglanma domaini

mMiR474 T. turgidum ssp. dicocoides Kinesin

miR528 T. turgidum ssp. dicocoides Plantasiyanin benzeri

miR894 T. turgidum ssp. dicocoides Protein fosfataz PP2A-4 benzeri
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Hedef bolgeleri ve fonksiyonlar: tanimlanan bu miRNA’lardan miR172, miR396,
miR397, miR398 ve miR408’in hedef genlerinin ekspresyon seviyeleri bu ¢alismada

incelenmistir.

Ilk olarak Arabidopsis’te tanimlanan mirl72’nin (Park et al. 2002) bes paralogunun
oldugu (miR172a-e) ve bitkilerdeki faz gegislerinin diizenlenmesinde etkili oldugu
bilinmektedir (Wu et al. 2009; Huijser and Schmid 2011). Tohum g¢imlenmesi,
tomurcuklanma, ¢igeklenme ve meyve olgunlasmasi gibi siireclerde gorev alan etilenin
sinyal mekanizmasinda cevresel stres esnasinda strese cevabin diizenlenmesinde rol
alan bir transkripsiyon faktorii superfamilyasi bulunmaktadir. APETALA 2/ethylene-
responsive element binding factor (etilenden sorumlu baglayici faktér elementi)
(AP2/ERF)  transkripsiyon  faktdrii ~ monokotiller igerisindeki en  biiyiik
superfamilyalardan biridir (Singh et al. 2002) ve miR172 tarafindan hedeflenmektedir
(Aukerman and Sakai 2003; Chen 2004). Transgenik ¢eltikte yapilan molekiiler ve
genetik aragtirmalarindan elde edilen bulgular, celtikte AP2/ERF genlerinin asiri
ekspresyonunun, transgenik bitkilerin kuraklik stresine karsi toleransini artirdigini

gostermistir (Pan et al. 2012).

miR396; (GRF) (Growth Regulating Factors/ Biiylime Diizenleyici Faktorlerini hedef
alarak yaprak boyutunu diizenlemektedir (Jones Rhoades and Bartel 2004). GRF'ler,
bitki spesifik transkripsiyon diizenleyicilerinin bir smifidir ve miR396’nin direkt
hedefleridir. miR396’nin GRF hedeflerinin seviyelerini kontrol ederek yaprak
gelisiminde rol oynadigi ortaya ¢ikmistir (Liang et al. 2013). Bir GRF proteini QLQ ve
WRC domainleri olmak iizere iki bdlgeden olusmaktadir. QLQ domaini, protein
etkilesmesinden sorumlu iken; WRC domaini, fonksiyonel bir niikleer lokalizasyon
sinyali ve DNA baglanmasinda gorev yapan bir ¢inko-parmak motifi igermektedir (Kim
et al. 2003). miR396’nin agir1 ifadesi ile GRF genlerinin ifadesi baskilanmis ve pistil
anomalilerine neden olmustur (Liu et al. 2009). Bunun yanisira miR396’nin promotor
bolgesinde ABRE’nin (ABA-response elements/ ABA-yanit elementleri) olmasi, bu
mMiRNAnin pekcok stres cevap mekanizmasiyla baglantili oldugunu gostermektedir (Jia
et al. 2009).
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miR397; lakkaz enzimini hedeflemektedir. Bitki lakkaz (LAC) enzimleri, mavi bakir
oksidaz ailesine aittir ve monolignolleri lignine doniistirmektedir (O‘Malley et al.
1993; Gavnholt and Larsen 2002). Lakkaz, genellikle yiiksek yapili bitkilerde
bulunurken, bitkilerdeki damarlanma sistemlerinin daha iyi anlasilmasi i¢in monokotil
ve gymnospermlere aktarilmistir. Yapilan caligmalarda biyotik ve abiyotik stres
faktorlerinin bitkilerin lignin bilesimini degistirebildigi, ekspresyonu artan bazi lakkaz
genlerinin flavonoidlerin oksidasyonuna katildigi, bu da lakkazin bitki biiyiimesinde ve
savunma yanitlarinda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Pourcel et al. 2007;
Turlapati et al. 2011). Ayrica bitkilerde ksilemlere su tasimada gorevli olan ve sekonder
hiicre duvarmin yapisina katilan ligninin, farkli stres sartlarinda farkli kompozisyonlar
tasidig1 bilinmektedir (Moura et al. 2010). Fan et al. (2006) misir bitkisinin koklerinin
su stresi altindaki bazal kisminin, apikal bolgeye gore biiyiimede daha biiyiik bir azalma
gosterdigini ve bunun nedenin bazal bdlgede hiicre duvari uzayabilirligini ve hiicre
duvar1 genislemesini azaltan sertlestirilmis lignin birikimi ile ilgili oldugunu

bildirmislerdir.

mMiR398, stres esnasinda miktar1 artan ROT lara kars: tiretilen antioksidan enzimlerden
biri olan SOD’larin bakir-¢inko metal kofaktorii igeren sitoplazmada CSD1 (copper
superoksit dismutaz/bakir siiperoksit dismutaz) ve kloroplastta CSD2 izozimlerini
hedeflemektedir. miR398 ve CSD1 ve CSD2 hedef bolgeleri dikotiledon ve
monokotiledonlu bitkilerde korunmustur (Jones Rhoades and Bartel 2004; Sunkar and
Zhu 2004; Sunkar et al. 2005). Stres siiresince miR398 downregiile olurken, CSD1 ve
CSD2 mRNA transkriptleri birikmekte, bu da olduk¢a toksik olan siiperoksit
radikallerinin birikimini azaltmaktadir (Sekil 1.4). miR398'in CSD1 ve CSD2 genlerini
hedefledigi miRNA yolu ve CSD1 ve CSD2 regiilasyonu arasinda dogrudan bir baglant1
oldugu pek c¢ok arastirmaci tarafindan desteklenmistir (Rhoades and Bartel 2004;
Sunkar and Zhu 2004; Sunkar et al. 2005).
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Sekil 1.4. miR398 sinyal yolagi (Bej and Basak 2014)

miR408 ise bitkide bakir homeostazinin saglanmasinda rol alan bir gendir. Hedef geni
plantasiyanin ve plastosiyanindir. Arabidopsis’te normal metabolizmada miktar
minimum iken, Cu eksikliginde maksimuma ulasmistir (Yamasaki et al. 2007, 2009;
Abdel Ghany and Pilon 2008). Cu eksikligine maruz kalan bitki, strese cevap olarak
SPL7 (Squamosa promoter binding protein- like7/ Squamosa promotér baglanma
benzeri proteini 7) transkripsiyon faktoriiniin aracilik ettigi spesifik sinyal yollarimi
kullanabilmektedir. SPL7, miR408 promotoriinde GTAC motifine baglanarak, bitki
biiylimesi ve gelisiminde rolii olan miR408’in gorevine devam etmesini saglamaktadir.
Sadece Cu stresinde degil mekanik streste (Lu et al. 2005), dehidrasyon stresinde (Li et
al. 2010) ve kuraklikta da (Kantar et al. 2010) miR408’in ifadesinin artmasi; bu genin
stres sinyallerini entegre eden genel bir merkez oldugunu diislindiirmiistiir. Bu stres
kosullar1 altinda miR408’in indiiklenmesiyle Cu proteinlerini kodlayan transkriptlerin
birikimi engellenerek hiicresel Cu’nun plastosiyanine doniisiimii ger¢eklesmekte,

boylelikle fotosentezin korunmasi saglanmaktadir (Burkhead et al. 2009).
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Abiyotik stres faktorlerinin gen ifadesinde neden oldugu degisimlerin yani sira, gen
ifadesi DNA metilasyonu gibi kromatin yapisinda meydana gelen epigenetiksel
degisikliklerden de etkilenmektedir. Cevresel stres etmenleri tiim genomda sitozin
metilasyonunda 6nemli degisikliklere neden olmaktadir. Bitkiler bu kosullara uyum
saglamak zorunda oldugundan DNA niikleotid dizisinde herhangi bir degisim olmadan
metilasyona ugrayarak genomik plastisitesini korumaktadirlar (Tan 2010). Stresin neden
oldugu metilasyon DNA formlarinda degisiklige yol agmaktadir. DNA omurgasinin
esas yapisi, dogada en ¢ok bulunan form olan B-DNA formudur. Ancak stres sartlar1 B-
DNA formunun Z-DNA’ya doniisiimiinii tetikleyebilmektedir. Olusumuna sebep olan
faktorler heniiz tam olarak aydinlatilamasa da 6zellikle yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
hem metillenmis hem metillenmemis CpG boélgelerine sahip B-DNA’nin Z-DNA’ya
dontisiimii gergeklesmekte ve bu da genomik kararsizliklara neden olmaktadir (Dumat

et al. 2016).

Bitki gelisiminde, biiylimesinde, iiriin veriminde stresin sebep oldugu tim
olumsuzluklara karsin hayatta kalma micadelesi veren bitkiler, sayisiz mekanizmalar
gelistirmistir. Buna ilaveten tarimsal tlretimde daha fazla iriin eldesi igin toprak
kosullariin 1yilestirilmesi insan ¢abasina baglidir. Gegen yiizyilda tarimsal tiretimdeki
yogunluk, sentetik giibreler gibi yenilenemeyen enerji kaynaklarindan elde edilen
tirinlerden kaynaklanmaktaydi (Canellas et al. 2015). Ancak, bu ¢6ziim, ormanlarin
azalmasi, toprak erozyonu, endiistriyel kirlilik, yiizey ve yer altt su kalitesindeki
diistisler ve biyocesitlilik kaybi gibi olumsuz durumlarla sonuglanabilmektedir. Bu
sorunlara karsi alinacak oOnlemlerden biri, hiimik maddelere dayali bitki biyo-

uyaricilarinin kullanilmasidir.

Organik karbon havuzu olarak bilinen hiimik maddeler, topraktaki biyolojik veya
kimyasal doniisiimler yoluyla bitki veya hayvan kalintilarindan olugmaktadir (Canellas
et al. 2015). Humus materyalleri ayrica toprak bilimcileri tarafindan hiimik asitler (HA)
olarak tanimlanmaktadir (Hayes 2006). Topraga yumusak ve kolay islenebilir 6zellik
kazandiran HA, killi, balgik ve sikistirilmig zeminleri parcalayarak yumusak ve gecirgen

bir yap1 olusturmaktadir. Topragin solunum ve su tutma kabiliyetini artirarak, tohumun
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cimlenme oranini artirmaktadir. Ayrica HA’lar topraktan suyun buharlagmasin
azaltmaktadir. Bu 0Ozelligi kurak bolgelerde biiyiik 6nem tasimaktadir (Ay 2014).
HA'nin biiylime, karbon ve azot dongiisiiniin diizenlenmesi ve agir metallerin bitkilerde
tasinmasi gibi onemli rolleri vardir (Piccolo et al. 1996). Ayrica diisiik molekiiler
agirh@ sayesinde bitkiler tarafindan kolaylikla alinirken topraktaki makro ve mikro
besin elementlerinin bitki kok bolgesinden uzaklagmasini engelleyerek alinimini tesvik
etmektedir. Optimum bitki gelisimi i¢in uygun pH dengesini ayarlamaktadir. HA’I1
topraklarda {iriin veriminin %10-30 oraninda arttig1 kaydedilmistir. Hormon benzeri
molekiiller gibi davranarak, bitki biiyime ve gelisiminde de etkin rol oynamaktadir
(Nardi et al. 2002).

Tiim bu O6zelliklerinin yanisira, HA’larin abiyotik stres kosullarma karsi bitkilerde
koruyucu rol istlendiklerine dair bilgiler mevcuttur. Kuraklik altinda Agrostis palustris
ve Festuca arundinacea’da HA uygulamasinin yaprak su igerigi, antioksidan yetenegi,
kok ve govde biliylimesinde iyilestirici etkisi oldugu bulunmustur (Zhang and Ervin
2008; Van Oosten et al. 2017). HA'nin stres esnasinda bilyiime tizerindeki iyilestirici
etkisi, koklerdeki H-ATPaz'in artan aktivitesi ile iliskilendirilmistir (Leonard and
Hodges 1973). Bu enzim, protonlar1 hiicre apoplastina tasimak ve mineralleri hiicre
zarinin karsi tarafina tasimak icin gerekli olan enerjiyi iceren elektrokimyasal gradientin
olusumundan sorumludur. Dolayisiyla, mineral alimimi hizlandirmak koklerdeki
biiyiimeyi tesvik etmektedir. Ayrica HA, bitkilerde N alinim yolunda rol oynayan
yapisal genler aracilifiyla N metabolizmasini diizenlemektedir (Colla et al. 2014).
Nitratin taginimi i¢in kullanilan enerjiyi hidrolize eden plazma membranindaki H-

ATPaz’larin uyarimi da yine HA tarafindan tetiklenmektedir (Jindo et al. 2012).

HA uygulamasinin en belirgin sonuglarindan biride hiicre sinyalizasyonu ve hormonal
kontrol ile iliskili olan redoks homeostazisini saglamasidir. Bununla birlikte, antistres
yanitlarini diizenlemede ROT ve oksinler arasindaki baglantiy1 agiklayan mekanizmalar
hala tam olarak anlasilamamistir (Tognetti et al. 2012). Ayrica HA’nin nitrik oksit (NO)
biyosentezini stimiile ettigi misirda kanitlanmistir (Zandonadi et al. 2010). NO

antioksidan ozelliktedir ve ROT katalizi ile ilgili enzimlerin sentezinde sinyal gorevi
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tistlenmektedir. Cesitli abiyotik streslerde (kuraklik, tuz, agir metal) bitki direncinin
korunmasinda etkin rolii vardir (Siddiqui et al. 2011). Ozellikle koklerde humik
bilesenler NO-IAA sinyal yolagimi ortaya ¢ikararak, ABA konsantrasyonunu
artirmaktadir (Mora et al. 2014). Ayrica ABA’nin stres esnasinda stomalardaki
aktiviteye aracilik yaptigi bilinmektedir (Huang et al. 2013). Benzer sekilde HA’nin
Pisum sativum L.’da stomalarin a¢ilma mekanizmasinda roliiniin saptanmasi oksin
benzeri bir molekiil olabilecegini ve fotosentezin etkinligini artirmada da etkin rol
oynadigini diisiindiirmistiir (Russell et al. 2006). HA’nin hiicrede bulundugu sinyal

yolaklar1 ve etkileri Sekil 1.5’te verilmistir.

Protein metabolizm : .
. ii upregiilasyon + i
ETE upregiilasyon MITOKONDRI
ALK, CK, GA, P&
NOT --./,__ —
T upregiilasyon

Ovar-sksprasyon

R drl
HS eseptirler —l-|AA—I-TNO Protein Olksin

upregiilasyon

TFs (MHAZ)

= y

H' Hiicre duvar asidifikasyonu

Sekil 1.5. HA sinyal yolaklari
(ALK: alkaloidler, CK: sitokininler, GA: giberellik asitler, PA: poliaminler, NO3T: nitrat tasiyicilari)
(Shah et al. 2018)

Humik bilesenlerin strese karsi, biyokimyasal bilesenler ve sinyal yolaklar1 ile
transkripsiyonel etkilesimler igerisinde oldugu bilinmesine ragmen humik maddelerin
molekiiler mekanizmadaki rolii heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Garcia et al.
2016). Stresin yol actig1 oksidatif hasara karsi bitkilerde DNA metilasyonu, histon

modifikasyonlar1 ve gen ekspresyonunu farkli yollardan diizenleyen kodlamayan
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RNA’larin ekspresyonu gibi mekanizmalar devreye girmektedir. Humik bilesenlerin
asir1 genomik degisimleri sinirlayarak, retrotranspozon aktivitesini kisitlamada roliiniin
oldugu belirlenmistir (Shah et al. 2018). Bitkiler, ¢ok sayida inaktif transpozibil
elementler (TE'ler) ile daha az sayida transpozisyonel olarak aktif TE'ler igeren
kompleks genomlara sahiptirler (Casacuberta and Gonzalez 2013). Cesitli abiyotik stres
faktorlerinin retrotranspozon hareketliligini artirarak genetik modifikasyonlara,
mutasyonlara ve genomik kararsizliklara yol agtigi bilinmektedir (Casacuberta and
Gonzalez 2013). Humik bilesenlerin TE aktivitesinin azaltilmasinda rolleri oldugu
belirlenmistir (Yigider et al. 2016; Shah et al. 2018). Gen ekspresyonu, DNA hipo ve
hiper metilasyon gibi modifikasyonlarla, ayni sekilde, g¢esitli biyolojik yolaklar
(transkripsiyonel gen susturma ve TE inaktivasyonu) ile baglantilidir (Cheng et al.
2012; Biiyiikkeskin et al. 2014).

Cagimizin en biiyilk sorunlarindan biri haline gelen ve c¢ok yakin gelecekte tiim
canlilarin yasamini siirlayacak olan kuraklik stresi ile miicadele etmenin en O6nemli
yollarindan biri mevcut su kaynaklarinin en rasyonel sekilde kullanilmasini saglamak,
digeri ise insanoglunun en ¢ok tiikettigi gida maddelerden biri olan bugday gibi tarim
tirlinlerinin 6zellikle kurakliga toleransl genotiplerinin gelistirilmesini saglamaktir. Bu
problem gbz Oniline alindiginda, hazirlanan mevcut ¢alismamizda, bugday
genotiplerinden kurakliga hassas ve toleranshi olanlarinin belirlenmesi, ayn1 zamanda
disaridan yapilan ABA ve humik asit uygulamalarmin bitkide meydana getirdigi
biyokimyasal degisimlere, DNA topolojisine ve kuraklik stresi ile ilgili genlere ve

miRNA hedef genlerinin ifade diizeylerine olan etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kuraklik, diinyada 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitki biiyiimesini, gelisimini
ve iretkenligini sinirlayan kritik abiyotik streslerden biridir (Bodner et al. 2015).
Kuraklik stresi, nem kaybini artirarak koklerden yapraklara su ve besin tasinimini
azaltmakta, bdylece bitki metabolizmasinda aksamalara ya da anormal durumlarin
olugmasina sebep olmaktadir. Kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda siirekli
sentezlenip detoksifikasyon mekanizmasi ile aralarindaki denge sayesinde zararli etki
olusturmayan ROT’lar, stres ile tehlikeli hale doniismektedir. Artan ROT’lar niikleik
asitlerde degredasyonlara, proteinlerin oksidasyonuna ve organellerde hasarlara sebep
olmaktadir (Gill and Tuteja 2010).

ROT’lardan biri olan H202, OH" radikalinin dnciisiidiir ve yiiksek seviyede birikimi
membran hasaria ve lipit peroksidasyonuna (LPO)’ya yol agmaktadir (Mittler 2002).
Hasheminasab et al. (2012) kurakliga en dayanikli ve en hassas bugday cesitlerini
belirlemek {izere yaptiklar1 ¢alismalarinda dayanikli cesitlerin stres esnasinda ortaya

¢ikan H202 seviyesinin hassas olanlara kiyasla daha az oldugunu belirtmislerdir.

Phaseolus vulgaris’te kuraklik stresi ile yapraklarda H2O> ve OH" iiretiminin artmasiyla
birlikte LPO ve membran hasar indeksinin de arttig1 bildirilmistir (Zlatev et al. 2006).
Simova Stoilova et al. (2008), bugdayda kuraklik kosullarindaki hassas ¢esitlerde,
membran stabilitesinin azaldigi ve lipidlerde oksidatif hasarin belirgin oldugunu

belirtmisglerdir.

LPO’nun son iiriinlerinin, keton, MDA, vb. gibi kii¢iik hidrokarbon fragmentler ve
bunlarla ilgili bilesikler igeren ¢oklu doymamis onciilerden olustugu bilinmektedir. Bu
yiizden, bitkide stres boyunca LPO ile meydana gelen hasar MDA 6l¢iimii yapilarak

belirlenebilmektedir.
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%20 PEG6000 uygulanmis bes farkli bugday cesidinde MDA analiz sonuglarina gore
hassas ve dayanikli gesitler belirlenmistir (Sultan et al. 2012). Yine kuraklik stresine
maruz kalan bugdayda (Dong et al. 2018), salatalikta (Zhang et al. 2011) kontrole
kiyasla MDA igeriginde Onemli bir artis gozlenmistir. Diger taraftan, stomatal
cevaplarda ve ROT iiretiminde transkripsiyon faktorlerinin de fonksiyonlarinin oldugu
bilinmektedir. Ornegin, kuraklik ve tuz toleransi ginko-parmak transkripsiyon faktorii
olan DST (Drought and salt tolerance), H.O> homeostazinda rol oynayan genlerin
ifadesini kontrol etmektedir. DST nin ¢eltikte abiyotik stres toleranst ve ROT kaynakli
stoma kapanmasina aracilik ettigi tespit edilmistir (Huang et al. 2009). Arabidopsis'te
kuraklikla indiiklenebilen niikleer transkripsiyon faktorii NFYAS, stoma agikligini
kontrol etmekte ve kurakliga toleransta rol oynamaktadir (Li et al. 2008).

Artan ROT diretimine karst bitkinin aldigi ilk Onlem antioksidan savunma
mekanizmasini devreye sokmaktir. Bunun i¢in SOD, APX, CAT, POD, GR, DHAR,
GPX, gibi hiicresel lokasyonlar1 ve rolleri farkli olan antioksidan enzimlerin ¢alismasini

tesvik etmektedirler.

Kurakliga hassas ve dayanikli bugday cesitlerinin kiyaslandigr bir c¢alismada
(Hasheminasab et al. 2012) kuraklik stresinde dayanikli gesitlerde H202> ve membran
hasar1 diisiik, CAT, POD, APX ve SOD enzim aktiviteleri oldukc¢a yiiksek iken, hassas
cesitlerde ise H202 ve MDA igerigi yliksek, antioksidan enzim aktivitesinin oldukga
diisiik oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, Sharma and Dubey (2005) %20 PEG6000
uygulanmis Oryza sativa fidelerinde MDHAR, DHAR ve GR aktivitesinde 6énemli bir
artis kaydetmistir.

Bir yandan ROT’lar antioksidan enzimler tarafindan uzaklastirilmaya devam ederken,
diger taraftan hiicresel su kaybina bagli olarak, stres hormonu ABA miktarinda artis

meydana gelmektedir.

Stres esnasinda ABA ve ROT birikimi arasindaki iligki arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis

yapilan ¢aligmalarda stres altinda ABA birikiminden 6nce ROT {iretiminin yapildig1 ve
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ROT’larin ABA sinyal iletiminde gorev yaptigi ve gen ifadesi yoluyla ABA
biyosentezine neden olabilecegi bildirilmistir (Finkel 1998; Kamata and Hirata 1999;
Guan et al. 2000). Nitekim Zhao et al. (2001) kuraklik stresine maruz birakilan bugday
koklerinde artan ROT ve nitrik oksitin bitkideki su dengesinin olusmasinda goérev
aldiklarini, ROT ve nitrik oksitin kuraklik stresi esnasinda erken ya da ilk stres

sinyalleri olusturarak ABA birikiminde rolleri oldugunu bildirmislerdir.

Disaridan ABA uygulamasinin kuraklik stresi altindaki Zea mays L.’de yaprak sayis1 ve
boyutunu artirmada, klorofil konsantrasyonunda, nisbi su iceriginde, antioksidan enzim

aktivitesinin artmasinda, ayrica MDA miktarinin azalmasinda rolii oldugu belirlenmistir
(Abdelaaal et al. 2017).

Kuraklik esnasinda ABA birikimi ile stoma acikligi azaltilarak transpirasyon yoluyla su
kayb1 sinirlanmaktadir (Taiz and Zeiger 2008). Arabidopsis thaliana’nin ABA duyarsiz
mutantlarinda disaridan uygulanan ABA’nin, stoma bek¢i hiicreleri {izerindeki
biyokimyasal etkisinden Otiirli, stomatal transpirasyonun azaldigi ve stomalarin
kapandig1 belirtilmistir (Pantin et al. 2013). Stomadaki hareketliligin azalmasiyla,
CO2mnin  kloroplast  stromasma  difiizyon oran1  ve  ribuloz-1,5-bis-fosfat
karboksilaz/oksijenazin karboksilasyon etkinligi degismis, bu durum fotosentezin

durmasina sebep olmustur (Guoth et al. 2009).

Yapilan ¢aligmalarda, stres durumunda ABA’nin artmasi ile birlikte ABA biyosentezi
ile alakali baz1 genlerin zeaksantin epoksidaz (ZEP), absisik aldehit oksidaz (AAO) ve
molibdat kofaktor siilfiiraz (MCSU), kisa zincirli dehidrogenaz (SDR) miktarinda da bir
artig gortlmustiir (Xiong et al. 2002). Bu genlerin yanisira ¢ogu strese uyum durumu,
ABA'nin aracilik ettigi ¢ok sayidaki genin ifadesindeki degisiklikleri de icermektedir.
Yapilan ¢aligmalarda disaridan ABA uygulamasi ile gen ifadesinde degisim goriiliiyorsa
o gen ABA bagimli, genin ifadesinde herhangi bir degisiklik goriilmiiyorsa ABA

bagimsiz yolaklar1 kullanmaktadir sonucuna varilmistir (Khan et al. 2012).
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ABA, PEG, NaCl ve soguk stresi uygulamalarinin yapildigit RH8706-49 bugday
yapraklarinda TaSRG geninin ifade diizeyine bakilmig, en yliksek artis diger stres
etmenlerine kars1 7,2-fold degeriyle ABA uygulamasinda gézlenmistir. Koklerde ise
PEG ve ABA uygulamasi ile gende upregiilasyon olugsmus ancak en yiiksek degere 1,8-
fold ile NaCl stresinde ulasilmistir. Soguk stresi ise genin ifadesini durdurmustur (He et

al. 2011).

TaCP geninin hem kuraklikla iliskisini hem de ABA’ya bagimli olup olmadigini
transgenik bitkilerde belirleyebilmek igin yapilan bir ¢alismada, Triticum aestivum’dan
izole edilip Arabidopsis’e aktarilan TaCP mRNA transkriptlerinin PEG6000
uygulandig ilk 6 saat icerisinde arttig1 ancak stres devam ettik¢e azaldigi gozlenmistir.
Buradan bu genin transkripsiyonel aktivasyonunun dehidrasyonun ilk anlarinda ortaya
cikip sonradan azalmasiyla genin yart Omriiniin olduk¢a kisa oldugu sonucuna
vartlmistir. Ayrica ABA uygulamasina karsi ¢ok yavas cevap verdigi goriilmiistiir (Zang
et al. 2010). Benzer bir ¢alismada ayni dizi homolojisine sahip oldugu bilinen ve sistein
proteazi (CP) kodlayan RD19 transkriptinin Arabidopsis’te desikasyon ve tuz stresiyle
indiiklendigi ancak soguk, sicak stresine ve ABA’ya karsi seviyesinin degismedigi

belirlenmistir (Koizumi et al. 1993).

Arabidopsis’te Sall geninin mutasyona ugramasiyla yani downregiile olmasiyla hem
bitkinin kurakliga toleransi artmig, hemde ABA birikimi artmistir (Wilson et al. 2009).
Sall geninin, agirlikli olarak ABA-bagimsiz, nadiren de ABA-bagimli stres yanit

yolaklarinin negatif diizenleyicisi olarak gorev yaptigi tespit edilmistir.

Sall fonksiyonunu kaybeden mutantlar ABA'ya, tuz stresine ve soguga (Xiong et al.
2001; 2004) hassasiyet gosterirken, kurakliga ve yiiksek 1s18a kars1 daha yiiksek tolerans
gostermistir (Rossel et al. 2006; Wilson et al. 2009; Estavillo et al. 2011). Bu mutantlar
farkli isimlerle anilabilmektedir (fryl, hos2, alx8, fou8, ronl and supol) (Xiong et al.
2001; 2004; Rossel et al. 2006; Robles et al. 2010; Rodriguez et al. 2010; Zhang et al.
2011). Fieryl (fryl), ilk olarak, ABA ve stres sinyalizasyonunu etkileyen gen olarak
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adlandirilmigtir (Xiong et al. 2001). Fryl mutantlarinda osmotik stres altinda

yapraklarda beyazlagsma goriilmiistiir (Chen et al. 2011).

Bitkilerde protein farnesilasyonunda goérev yapan farnesiltransferaz enziminin [ alt
tinitesini kodlayan Eral enzimi ABA sinyal yolaginin negatif diizenleyicisidir. Eral’in
susturuldugu transgenik Brassica napus’ta, artan ABA hassasiyeti ile birlikte, kuraklik
stresi kosullarinda stoma iletiminde ve su transpirasyonunda belirgin azalma

gozlenmistir (Wang et al. 2005).

Eral'in kuraklik toleransinin saglanmasinda biyoteknolojik hedef olarak yararlilig
kanola (Wang et al. 2005), bugday (Manmathan et al. 2013) ve soya fasiilyesi (Ogata et
al. 2017) gibi tiirlerde incelenmistir. Bu tiirlerde Eral’in downregiilasyonu ile ABA’ya
cevap artmis, stoma iletkenligi ve yaprak transpirasyonu azalmis, kurakliga tolerans ise

artmigtir (Wang et al. 2005; Manmathan et al. 2013; Ogata et al. 2017).

Genlerin fonksiyonlarinin daha 1yi test edilmesi amaciyla viriis indikli gen
sessizlestirme (VIGS) tekniginin kullanildig1 bir ¢calismada Arabidopsis’te tanimlanan
Eral ve Sall genlerinin homologu bugdayda tespit edilmis ve bu genler BSMV
viriisiine aktarilmistir. Eral ve Sall susturulan bitkilerde ABA ile iliskili olarak

stomalarin kapandig, fotosentezin azaldigi gézlenmistir (Manmathan et al. 2013).

Baz1 akuaporinlerin ekspresyonunda gibberellin (GA), ABA, sitokinin ve oksin gibi
bitki hormonlarinin regiilator olarak gorev yaptigi tanimlanmistir. A. thaliana’da
AtPIPIb’nin promotoriiniin GA ve ABA tarafindan aktive edildigi bilinmektedir. Esas
olarak koklerde ve olgun yapraklarda sentezlenen ABA'nin, kuraklik stresi ile birlikte
baz1 akuaporinlerin varhigi ile seviyesinin arttigi bulunmustur (Johansson et al. 2000).
Iki haftalik A. thaliana fidelerine 100 uM ABA uygulandiginda yaprak ve koklerde
AtPIP'lerin farkli ekspresyon seviyelerinde ifade oldugu belirlenmistir. Ornegin
AtPIP2.6 yapraklarda, AtPIP1.5 ise koklerde daha az eksprese olurken, AtPIP2.5’te

ABA uygulamasina karsit ekspresyon seviyesinde bir degisiklik olmamistir. Diger
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taraftan, misirda ABA biyosentezinden sorumlu NCED/VP14 geni ile akuaporinler

arasinda bir iligkinin oldugu bulunmustur (Parent et al. 2009).

Son zamanlarda yapilan calismalarda, miRNA’larin da ABA ile etkilesim halinde
oldugu ve bazi miRNA’larin ve hedefledikleri genlerin ekspresyonlarinin ABA
tarafindan diizenlendigi bildirilmistir. Bir karacam tiiri olan Larix leptolepis’in
embriyogenik kalluslarinda miR159, miR169, miR172 genlerinin ABA tarafindan
diizenlendigi bildirilmistir (Zhang et al. 2010).

Misir koklerinde miR169 familyasinin tiim genleri ABA tarafindan downregiile edilmis,
hedef geni olan NFYAS5 ise upregiile olmustur (Li et al. 2008). Bunun aksine
miRNA’lar bitkilerin ABA’ya olan hassasiyetini degistirmektedirler. Arabidopsis’te
gelisim boyunca miR172’nin asir1 regiilasyonu ile ABA’ya hassasiyeti artmistir (Zou et
al. 2013). Bununla birlikte, disardan ABA uygulamasi downstream genlerini
diizenleyen bazi miRNA’larin ekspresyonlarini da etkilemektedir. ABA, miR394’i
pozitif regiile ederken, hedef geni olan LCR ’nin negatif diizenlenmesine neden olmustur

(Li et al. 2012).

miR172 geninin hedef geni olan AP2 domaini RAP2.1 transkripsiyon faktoriinii ihtiva
etmektedir. Bu transkripsiyon faktorii ABA-bagimsiz yolakta yer alan DRE motiflerine
baglanmaktadir. Solanum tuberosum’da RAP2.1'in ifadesi, ABA-bagimsiz yolakta
kuraklik ve soguk stresi ile kuvvetli bir sekilde upregiile olmustur (Dong et al. 2010).

Arabidopsis’te miR398 hedef geni olan CSD1’in ifadesinde 100uM ABA
uygulamasindan 72 saat sonra azalma gOriilmiistir. Buna karsin, tuz stresi
uygulamasinda ise artis goriilmiistir. Yine aym c¢alismada Populus tremula’da
Arabidopsis’in tam aksine ABA uygulamasinda CSD1’in ifadesi daha fazla, tuz
uygulamasinda ise daha diisiik olmustur (Jia et al. 2009).

miR408’in ifadesini kontrol eden diizenleyici yolagi belirlemek i¢in yapilan bir

calismada ise (Mutum et al. 2013) ABA, hem hassas hem dayanikli geltik gesitlerinde
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0sa-miR408'in  ekspresyonunun regililasyonunu, ABA'ya bagmli stres sinyali
transdiiksiyon yolagin1 kullanarak pozitif bir sekilde diizenlemistir. Arastirma

sonucunda ABA’nin transkripsiyon diizeyindeki etkisi belirlenmistir.

ABA uygulamasi yapilmadan bitkilere uygulanan kuraklik stresinde bu genlerin

ifadelerinin nasil diizenlendigi lizerine de pek ¢ok calisma literatiire kazandirilmistir.

TaSRG transkripsiyon faktoriiniin ifade diizeyine bakilmak iizere tuza toleransh
(Kharchia 65) ve hassas (HD 2009) iki bugday ¢esidinin kullanildig1 bir calismada
koklerde toleransh cesidin ifadesi hassas olana gore daha yiiksek iken, govdede koke
gore artis daha az olmustur (Rana et al. 2015). Yine, TaSRG geninin tuza toleransh
bugday mutantinda (RH8709-49) NaCl uygulamasi ile ifadesinin artmasiyla bu genin
tuzluluga toleransta roliiniin oldugu diisliniilmiis, genin Arabidopsis ve ¢eltige transfer
edildikten sonra verilen tuz uygulamasi ile de ayni sekilde ifadesinin arttig1 ve bu genin

eksikliginde tuza olan hassasiyetin de arttig1 goriilmiistiir (Ma et al. 2016).

TaCP geninin hedefi olan sistein proteaz enzim aktivitesinin kuraklik stresinin yol actig1
orta ya da siddetli su eksikligi ile iliskili oldugu saptanmistir (Grudkowska and
Zagdnska 2010; Stoilova et al. 2010). Proteoliz, denatiire proteinlerin uzaklastirilmasi
ve cesitli stres etmenlerinin indiikledigi proteinlerin aktivasyonundan olusmaktadir.
Ayrica olumsuz gevresel faktorlere karsi bitki cevabinin 6nemli bir unsuru olarak kabul
edilmektedir (Van der Hoorn and Jones 2004). Yapilan bir ¢alisma, bir sistein proteazi
kodlayan bir genin kuraklik kosullar1 altinda indiiklendigini ve bugdaydaki su agig

toleransini diizenledigini ileri siirmiistiir (Zang et al. 2010).

Gasparic et al. (2013), Aureobasidium pullulans fungus tiiriinden alinarak Arabidopsise
yerlestirilen Sall geninin bitkiye uygulanan 2 hafta susuzluk (orta kuraklik) ve 3 hafta
susuzluk (yiiksek kuraklik) kosullarinin her ikisindede Sall upregiilasyonunun dereceli

olarak arttigini belirtmislerdir.
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Kuraklik, soguk ve tuzluluk gibi abiyotik stresler altinda kok ve yapraklardaki
akuaporinlerin regiilasyonu iizerine ¢ok sayida g¢alisma yapilmistir. A. thaliana’da
(Boursiac et al. 2005), Phaseolus vulgaris’te (Aroca et al. 2007), Vitis sp’de (Galmes et
al. 2007), Brassica napus’ta (Gao et al. 1999) Oryza sativa’da (Li et al. 2008) ve
Nicotiana tabacum'da (Mahdieh et al. 2008) calismalar mevcuttur. Stres altinda
akuaporinlerin ifadelerindeki farkliliklar, tiirlere, doku tipine ve biiyiime kosullarina
bagh olarak farklilik gostermektedir. Nicotiana tabaco’da NtPIP1.1 ve NtPIP2.1’in
ifadesi diisiikken, NtAQPT’in ifadesi kuraklik stresi altinda oldukg¢a fazladir (Mahdieh et
al. 2008). Hatta ayni transkriptin (AtPIP1.2) farkli ¢aligmalarda ifadesinin ya oldukca
yiiksek (Jang et al. 2004) ya da oldukga diisiik (Alexandersson et al. 2005) oldugu da

literatiire ge¢mistir.

Bazi c¢aligmalar, akuaporinlerin az ifade edildiginde ozmotik su gegirgenligini
azalttigini, asirt ekspresyonunun ise membranlardaki su iletkenligini artirdigini
gostermistir (Martre et al. 2002). Akuaporinlerin diisiik ifade edildigi bitki grubu ile
kontrol grubu kiyaslanmis ve uygulama grubundaki bitkilerin azalan akuaporinlerin
seviyelerini telafi edebilmek i¢in kok biiyiimesinde artisa gecildigi belirlenmistir
(Aharon et al. 2003). Bununla birlikte, uygulama grubundaki bitkiler, su eksikligi
nedeniyle gaz degisimi ve genel metabolizma agisindan dezavantaj yasamiglardir

(Martre et al. 2002; Aharon et al. 2003).

Akuaporinlerin agilma veya kapanma durumlarinda ROT’larinda etkili oldugu
bilinmektedir. Ancak mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Henzler et al. 2004).
OH’ radikalinin akuaporinlerden gecerken sistein rezidiilerini oksidasyona ugrattigi
bdylece proteinlerin yapisini degistirerek kanalin kapanmasini tetikledigi bulunmustuir.
Diger bir hipoteze gore plazma membranindan gegen OH" radikali lipitleri oksidasyona
ugratarak lipit radikallerini tretirken, akuaporinlere saldirarak porlarin kapanmasina

neden olmuslardir (Henzler et al. 2004).

Akdogan et al. (2016), kurakliga hassas Atay 85 ekmeklik bugday ¢esidi ile kurakliga
dayanikli Sivas 111/33 bugday cesidinde dokuya 6zel olarak ifadesi artan miRNA ve
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hedef genlerini tespit etmeye yonelik amagladiklari ¢aligmalarinda, miR172 hedef geni
AP2, Atay 85 c¢esidinde daha fazla upregiile olurken, Sivas 111/33 bugday cesidinde
daha az upregiile olmustur. Yine ayni calismada, miR398'in hedef transkriptleri olan
CSD1/CSD2, Atay 85 ¢esidinin, Sivas 111/33 bugday c¢esidine gére 6nemli Olgiide

indiiklendigi bulunmustur.

Huat et al. (2014) kurakliga hassas ve tolaransh geltik g¢esitlerinde miR397, miR398,
miR408 ve diger miRNA hedef genlerinin ekspresyon seviyelerini incelemislerdir. Kok
ve yaprak arasinda ¢ok biiyiik farklar olusmazken, en az ifade olanin miR397 oldugunu

belirlemiglerdir.

miR397 geninin lakkaz enzimini hedefleyerek 6zellikle bugday, celtik, arpa gibi tarim
iiriinlerinde, tane boyutunun biiyilikliigli ve veriminin artmasi gibi durumlarda etkili
oldugu bilinmektedir. miR397’nin tane verimini nasil artirdigina yonelik aydinlatilan
molekiiler mekanizmasinda hedef geni olan Lac genini downregiile ettigi, boylece
bitkinin  brassinosteroidlere olan ilgisinin arttigi kesfedilmistir. OsmiR397'nin
brassinosteroid sinyalini artirdigi, ancak bunu brassinosteroid birikimini saglayarak
degil, OsLAC genini downregiile ederek, tahil verimini artirdigr sonucuna varilmistir
(Zhang et al. 2013). Brassinosteroidlerin bitki verimini artirmasinin yanisira abiyotik
stres faktorlerine karsi bitkiyi koruduklari bilinmektedir. Kuraklik (Behnamnia et al.
2009), sicak (Dhaubhadel et al. 1999), soguk (Fariduddin et al. 2011) ve tuz stresinde
(Shahbaz and Ashraf 2007) brassinosteroidlerin stres ile ilgili genlerin ekspresyonunu
degistirerek, antioksidan enzimlerin aktivitelerinin ve osmotik koruyucularin birikimini
artirarak, lipit peroksidasyonunu azaltarak stres tolerans mekanizmasinda etkin rol

aldiklar1 belirlenmistir (Surgun vd 2012).

Sunkar et al. (2006), transgenik Arabidopsis thaliana’da miR398’in downregiile
oldugunu, hedef genleri olan CSD1 ve CSD2 mRNA transkriptlerinin ise birikiminin
arttigini bildirmislerdir.
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Tuz ve kuraklik stresinde miR172, miR396, miR397 ve miR398’in ve hedef genlerinin
ekspresyonlarinin pamukta arastirildigi bir ¢alismada (Wang et al. 2013) bu genlerin
ekspresyonlarinin doza ve dokuya bagli olarak degiskenlik gdsterdigi bulunmustur.
Ayni caligmada, tim miRNA hedef genlerinin gévdedense kokte daha yliksek
ekspresyon seviyelerine ulastigi bulunmustur. Gévdede %1°lik PEG6000 dozunda
GRF1 (miR396) downregiile iken %2,5 PEG6000 dozunda upregiilasyon gozlenmistir.
Bunun aksine AP2 (miR172) ise %2,5 PEG6000 dozunda downregiile olmus, %1°lik
PEG6000 dozunda ise upregiile oldugu bildirilmistir.

Yine kuraklik stresinde, bazi miRNA’lar ve hedef genleriyle yapilan bir ¢alismada C-
306 ve NI-5439 dayanikli bugday ¢esitleri ile HUW-468, WL-711 hassas gesitlerinde
miR172 hedef geni dayaniklilarin birinde (C-306) down, digerinde (NI-5439) up,
hassaslarin birinde (HUW-468) down, digerinde (WL-711) up, miR397; hedef geni
dayaniklilarin birinde (C-306) down, digerinde (NI-5439) up, hassaslarin birinde
(HUW-468) up, digerinde (WL-711) down, miR398 hedef geni; dayaniklilarin birinde
(C-306) down, digerinde (NI-5439) up, hassaslarin ikisindede up, miR408 hedef geni
dayaniklilarin birinde (C-306) down, digerinde (NI-5439)up, hassaslarin ikisindede
downregiile oldugu bildirilmistir (Kaur et al. 2017).

Kurakliga cevap veren miRNA'larin ve hedef transkriptlerinin hem dokuya hem de tiire
0zgl spesifik mekanizmalarini tamamen anlamak i¢in, dokuya ve tiire 6zel miRNA ile
hedef transkriptlerinin ekspresyonunu belirleyen calismalarda mevcuttur. Kurakliga
hassas MIRNA ifade modelleri Triticeae'nin farkli iiyeleri arasinda degiskenlik
gostermistir. miR172 aile liyelerinin bugday yapraklarinda upregiile, arpa yapraklarinda
downregiile oldugu ve birbiriyle yakin iliskili bu iki tlirdeki farkli hedef diizenleme
modelleri olusturdugu gosterilmistir. Aksine, bazi miRNA aileleri de, farkli Triticeae
tiyelerinin ayni dokusunda korunmus ifade modelleri gostermistir. Bakir siiper oksit
dismutazi hedefleyen miR398’in hem makarnalik bugdayda hem de arpanin
yapraklarinda upregiile oldugu belirlenmistir (Kantar et al. 2011). Ancak Arabidopsis’te
ayni hedef gen downregiile olmustur (Sunkar et al. 2006).
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Stresin gen ifadesinde yol actifi degisikliklerin yanisira DNA metilasyonuna sebep
olarak B-DNA formundan Z-DNA’ya doniisiimiin oldugu bilinmektedir. Gonzales et al.
(1998), tuz stresinin indiikledigi kinetikle Z-DNA fomunda artisin meydana geldigini
belirlemislerdir. Kabir and Kumar (2013) ve Ruiz Herrera et al. (1995), poliaminlerin
DNA ile etkilesimde oldugu ve DNA’y1 6zellikle oksidatif stresten, zararli ajanlardan ve
radyasyondan korudugu ve DNA’nin A formundaki major oluklardan tasinip B
formundaki metilasyonun az gorildiigii minér oluklara yerleserek metilasyonu

Onlediklerini belirlemislerdir.

Kuraklik stresinin etkisiyle, bitki gelisiminin, liretiminin ve veriminin sinirlandirict
etkisi sadece bitkilerin stres mekanizmalari ile asilmamakta, ayni zamanda toprak
kosullarmin 1iyilestirilmesine de baghidir. Bu anlamda tarim arazilerinde o&zellikle
bugday, arpa, ¢avdar, misir gibi tiiketimin fazla oldugu tarim iiriinlerinin yetistirildikleri
arazilerde topraga cesitli toprak diizenleyicileri uygulanmaktadir. Bu toprak
diizenleyicilerden birisi de humik maddelerdir. Humik maddeler (humik asit ve fulvik
asit) kismen veya tamamu ile ¢lirlimiis bitki veya hayvan artiklarinin olusturdugu siyah

veya koyu kahverenkli maddelerdir.

Yapilan galismalarda humik bilesenlerin abiyotik strese toleransin diizenlenmesinde de
roliiniin oldugu pek c¢ok bitki tiirlinde kanitlanmistir (Oosten et al. 2017). Kurak
topraklarda yetisen Festuca arundinacea ve Agrostis palustris’de HA’nin kok ve siirgiin
biiylimesi ile yaprak hidrasyonunu artirmasinin yanisira antioksidan kapasitesinin
artirtlmasinda da katkis1 oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, HA ile birlikte artan igsel
sitokinin miktar1 ile bitkinin kurakliga toleransiin saglandigi kaydedilmistir (Zhang

and Ervin 2008).

Oryza sativa L.’ye uygulanan humik madde ekstraktlari, antioksidatif enzimatik
fonksiyonun aktive edilmesinde ve ROT uzaklastirici enzimlerin artmasinda, ayrica

hiicre membraninda koruyucu rol oynamustir (Garcia et al. 2012).
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Yapilan ¢alismalarda (Tahir et al. 2011; Cordeiro et al. 2011; Garcia et al. 2012; 2016)
PEG aracili ozmotik ve su stresi altinda HA uygulamasinin ¢eltik ve misir bitkilerinde
SOD ve POX gibi antioksidan enzimlerdeki artigla humik asit uygulamasinin koruyucu

bir roliiniin oldugunu bildirmislerdir.

Humik madde ekstraktlarinin vakuoller ve plazma membraninda bulunun proton ATP-
azlarin regiilasyonunu diizenledigi bilinmektedir. Domatese uygulanan humik madde
ekstraktinin plazma membranindaki proton ekstriizyonunu artirdigi, bdylece hem
biiyiimesinde hem de topraktan besin maddelerinin aliniminda %40 artis saglandigi
kaydedilmistir. Bununla birlikte oksin duyarsiz mutantlarda humik madde ekstraktinin
proton ekstriizyonununda bir degisikli§e yol a¢mamasi, humik bilesenlerin bitki

biiylimesinde oksin sinyal yolagini kullandigimin gostergesidir (Zandonadi et al. 2016).

Jarosova et al. (2016), HA ve NaCl’nin birlikte uygulandigi arpada askorbik asit ve
GSH birikiminin uyarildigini, ayrica plazma membraninda oksidatif stres altinda
sliperoksit anyon radikallerinin kaynagi olan NOX birikimine de sebep oldugunu

belirlemislerdir.

Torres and Dangl (2005), HA ve stres uygulanan bugday yapraklarinda NOX ve SOD
aktivitesinin indiiksiyonunun, sirasiyla, siiperoksit anyon radikalleri ve H20 igerigini
artirdigini, ancak CAT ve enzimatik olmayan bilesiklerin aktivitelerini H20- igeriginin

azalmasini tetikledigini belirlemislerdir.

Ozfidan et al. (2018), kadmium stresi ile birlikte verilen HA’nin enzimatik savunma
sistemini (SOD, CAT) artirdigini, H2O> ve lipid peroksidasyon igeriginin ise strese gore

daha azaldigimi kaydetmislerdir.

Garcia et al. (2016) tarafindan yapilan bir ¢calismada PEG uygulamasi ¢eltik koklerinde
O2 ve H202 birikimini artirdigini tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada, HA uygulamasi
SOD aktivitesinde bir artisa sebep olmusken, HA+ PEG uygulamasindaki SOD kontrole
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yakin bir deger goOstermistir. Aynt zamanda PEG uygulamasi ile koklerdeki MDA

miktar1 HA uygulamasina gore daha fazla artmistir.

Aydin et al. (2012), HA’nin tuz stresi altinda Phaseolus vulgaris’te POX enzimatik
aktivitesini uyardigi, boylece yaprak ve kok dokularinda H.O, miktarini azalttigini
belirlemigtir. Bu durum HA’nin bitkilerde strese bagli lipid peroksidasyonunun
inhibisyonunu ve hiicre membrani gecirgenliginin korudugunu gostermistir. Ayn1 HA,
kuraklik kosullarinda toprakta yetistirilen ¢eltik bitkilerinin  yapraklarma da
uygulanmistir. HA uygulamasina yanit olarak POX enzimatik aktivitesinde bir artis
gozlenmistir. Bitki stresi toleransi, kuraklik kosullarinda bile bitkilerin biiylimesi ve
gelismesinde iyilesme gosterdigi gibi artmustir. Ayrica, olgun kok dokularinda ABA
iretimi HA'nin uygulanmasiyla uyarilmamis ve stres kosullar1 altinda, ABA igerigi
normal sartlarda yetistirilen bitkilere benzer olmustur (Hernandez et al. 2012). Ayrica,
HA’nin, bitkilerde N alimim yolunda rol oynayan yapisal genler aracilifiyla N

metabolizmasini diizenledigi bulunmustur (Colla et al. 2014).

HA’nin fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin arastirildigi ¢alismalar olmasina ragmen,
HA’nin molekiiler etkisini agiklayan ¢ok az sayida calismaya rastlanmistir. Misirda,
koklerden nitrat alinimi tesvik eden plazma membranindaki HC-ATPaz enzimini
kodlayan MHA?2 geninin upregiile olmasi ile diisiik molekiiler agirlikli humik maddenin

nitrat alinimin1 hizlandirdigi, genin downregiile olmasi ile yavasladig: tespit edilmistir

(Quaggiotti et al. 2004).

Yildirim et al. (2014), HA nin antitoksik ve antimutajenik etkilerinden 6tiirii dikambaya

karst HA’nin DNA’y1 korudugu ve iyilestirici etki yaptigini belirtmislerdir.

Shah et al. (2018), humik bilesenlerin retrotranspozon aktivitesini sinirlayarak, genomik

kararsizligin azaltilmasinda rollerinin oldugunu vurgulamislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismada kullanilan ekmeklik bugday genotipleri (Triticum aestivum L.) Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi’'nden temin edilmistir. 2007 milli gesit listesinde yer alan
ve lokal genotiplerden olusan toplam 63 ekmeklik bugday genotipi igerisinden -8 bar
PEG6000 (yliksek siddette kuraklik) ve -6 bar PEG6000’e (orta siddette kuraklik)
toleransli 2 ve hassas 2’ser genotip belirlenmistir. Bugday genotipleri Cizelge 3.1°de, bu

genotiplerden fizyolojik eleme sonucu belirlenenler ise Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Fizyolojik elemede kullanilan bugday genotipleri

Zerin Sultan 95 Zencirci 2002 Bereket

Es 26 Gerek 79 Karahan 99 Siirak 1593
Bezostaja-1 Polath Kosesi Mizrak Pehlivan
Haymana 79 Demir 2000 Yayla 305 Giin 91
Alparslan Soyer 02 Stizen 97 Aldane
Altay 2000 Sert Bugday Ikizce 96 Ak 702
Kil¢iksiz Bugday Miifitbey Aytin 98 Kirik

Aksel 2000 Nenehatun Koca Bugday Tosunbey
Kirmizi Kilgik Cetinel 2000 Kate A-1 Atl1 2002
Sonmez 2001 Kutluk 94 Yakar 99 Nacibey
Dagdas 94 Bayraktar 2000 Kose 220/39 Ozlii Bugday
Hawk (Sahin) Kirgiz 95 Izgi 2001 Kirkpinar 79
Tir Ak Bugday Prostor Karasu 90
Lancer Bagc1 2002 Kirag 66 Kirmiz1 Yerli
Ankara 093/44 Conkesme Harmankaya 99 Palanddken 97
Tiirkmen Uzunyayla Bolal 2973
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Cizelge 3.2. -8 bar PEG6000 ve -6 bar PEG6000’e toleransli ve hassas bugday

genotipleri

Toleransh genotipler

Hassas genotipler

Aksel 2000
Kirkpinar 79

Atl1 2002
Kirmizi Kilgik

3.1.2. Kullanilan cihaz ve aletler

Calisma esnasinda Cizelge 3.3’de belirtilen cihaz ve aletler kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan cihazlar ve modelleri

Cihazlar Modelleri

Otoklav Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
Sogutmali Santrifiij Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00
Santrifiij Hettich, GERMANY, EBA-20

PCR Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA
RT-PCR Qiagen/Rotor-Gene Q GERMANY

ATR- FTIR Spektrometre
Elektroforez Tanki (yatay)
Elektroforez Akim Saglayici
Jel Goriintiileme Sistemi

Su Banyosu

Otomatik Pipetler

Nanodrop

Magnetik Karistirict

pH Metre

Derin Dondurucu

Hassas Terazi
Buzdolab1

Saf Su Cihaz1
Steril Kabin
Mikrodalga Firin
Kar makinesi
Etiiv

Vortex

S1v1 azot tanki

Bruker Vertex 70 FTIR

OWL B2, US.A

OWL OSP300-2Q, U.S.A.

DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL
Memmert WNB14, GERMANY

Eppendorf, GERMANY

Qiagen/Qiaxpert 200061 24V F 2.5A

Daihan Scientific MSH 20A, KOREA

InoLab pH730 wtw Series, GERMANY

Nuarie, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-
476316-PK

Mettler Toledo AL204, CHINA

Arcelik, TURKIYE, 8190NF

GFL 2004, GERMANY

Esco AC2-4E1, SINGAPORE

Arcelik, TURKIYE, MD 592

Scotsman, U.S.A., AH 19828 5

Memmert, UN55

Velp Scientifica, F202A0173

Termo, Electron Corporation
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3.1.3. Kullanilan cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlar Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan ¢6zelti ve soliisyonlar

Uygulamada kullanilan cozeltiler

* Polietilen glikol (PEG6000) ¢ozeltisi
* Absisik asit (ABA) ¢ozeltisi

* Humik asit ¢ozeltisi

* Besin ¢ozeltisi

Biyokimyasal analizleri belirlemede kullanilan ¢ozeltiler

*900,1 Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi
*9620 Tiobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi

*10 mM Potasyum fosfat (KoHPO.) ¢ozeltisi
*1 M Potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi

Sterilizasyon islemlerinde kullanilan cozeltiler

*%10’luk NaOCl
*%75’1ik Etil Alkol
* DEPC (Dietil piro karbonat)
DNA izolasyonunda kullanmilan ¢ozeltiler

*1M Tris-HCI

*0,5 M EDTA

*5 M NaCl

*1X TE buffer

*3 M Sodyum Asetat

*250 mM Amonyum Asetat
* DNA ekstraksiyon tamponu
* Proteinaz K

* Riboniikleaz (RNaz)
*9470’1ik Etil Alkol

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan ¢o6zelti ve soliisyonlarin hazirlanisi

Calismada kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlarin hazirlanislart asagidaki gibidir:
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3.2.1.a. Uygulamada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamsi

Polietilen glikol (PEG6000) ¢ozeltisi:

Osmotik potansiyeller Michel and Kaufmann (1973)’a gore PEG6000 (Sigma, 1546580)
kullanilarak saglanmistir. -6 bar PEG6000 ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 223,7 g/1, -8 bar
PEG6000 c¢ozeltisi hazirlamak i¢in ise 262 g/l PEG6000 tartilarak 700 ml suda

¢oziildiikten sonra toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Absisik asit (ABA) c¢ozeltisi:

Oncelikle 66,05 mg ABA (Sigma, A1049) tartilarak 1 mM’lik 250 ml stok soliisyon
hazirlanmigtir. Daha sonra 100 pM ABA ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in bu soliisyondan 100

ml alinarak toplam hacim saf su ile 1000 m1’ye tamamlanmuistir.

Humik asit (HA) ¢ozeltisi:

Martin (1975)’e gore elde edilen %10 (w/v)’luk HA soliisyonundan %]1°lik HA
sollisyonu hazirlamak i¢cin 100 mg %10’luk HA tartilmis ve hacim saf su ile 1000 mI’ye

tamamlanmaistir.

Besin ¢ozeltisi:

16 g Hoagland ve Arnon (1938) (Sigma H2395-10L) tuzu 10 L saf su igerisinde

¢Ozdirilmiistiir.
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3.2.1.b. Biyokimyasal analizleri belirlemede kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanis

%00,1 trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi:

0,1 g TCA (Sigma, T9159) 100 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

%720 tiobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi:

20 g TBA (Sigma, T5500) 100 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

10 mM potasyum fosfat (K:HPOa4) ¢ozeltisi:

17,4 gr KoHPO4 (Sigma, 1551128) 100 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

1 M potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi:

16,6 gr KI (Sigma, 60399) 100 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2.1.c. Sterilizasyon islemlerinde kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanisi

%10°luk NaOCl:

Ticari ABC® marka camasir suyundan 100 ml almarak hacim 1000 ml’ye

tamamlanmaistir.

%75°lik etil alkol:

%100’k etil alkolden (Sigma, 32205) 750 ml alinmis ve toplam hacim distile su ile

1000 ml’ye tamamlanmuistir.
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DEPC (Dietil piro karbonat):

0,1 ml DEPC (Sigma, D5758) 100 ml saf su igerisinde c¢ozdiriilmiistiir. Oda

sicakliginda gece boyu bekletilmis ve ardindan otoklavlanarak steril edilmistir.

3.2.1.c. DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamsi

1M tris-HCI c¢ozeltisi:

121,1 g Tris-base (Sigma, Tris-Ro) 700 ml saf suda ¢ozdirilip pH’1 HCI ile

ayarlanarak hacmi 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmistir.

0,5 M EDTA cozeltisi:

136,1 g EDTA (Sigma, EDS) 800 ml suda ¢ozdiiriilip pH’1 NaOH- ile ayarlanarak

hacmi 1000 ml’ye tamamlanmais ve filtreden gegirilerek otoklavlanmastir.

5 M NaC(l ¢ozeltisi:

146,1 g NaCl (Sigma, S7653) 450 ml suda ¢ozdirilip hacmi 500 ml’ye

tamamlanmaistir.

1X TE buffer c¢ozeltisi:

1 M Tris-HCI’den 100 ml, 0,5 M EDTA’dan 20 ml alinarak tizeri 880 ml dH20 ile 1000
ml’ye tamamlanarak otoklavlanmistir. 1X TE buffer ¢ozeltisi i¢in bu stok soliisyondan

100 ml alinip saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmaistir.
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3 M sodyum asetat ¢ozeltisi:

40,8 g sodyum asetat (Sigma, S8625) 80 ml ultra saf suda iyice eritilmis ve pH=5,2

oluncaya kadar glasiyel asetik asit eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

250 mM amonyum asetat ¢ozeltisi:

19,3 g amonyum asetat (Sigma, A1542) 200 ml saf su igerisinde ¢6ziilerek hacmi 250

ml’ye tamamlanmistir.

DNA ekstraksiyon tamponu:

DNA ekstraksiyon tamponu hazirlamak icin asagidaki kimyasallar sirayla eklenmis ve

50 6rnek i¢in hacim saf su ile 50 ml’ye tamamlanmustir.

*1 g toz CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir) (Sigma, H9151)

*0,5 g (%0,1) Sodyum bisiilfit (NaHS3 ve Na2S,0s karisimi) (Sigma, 243973)
*5 ml Tris-HCI (1 M)

*14 ml NaCl (5 M)

*2 ml EDTA (0.5 M)
*0,1 ml (%0,2) B-merkaptoetanol (v/v) (Sigma, M6250)

Proteinaz K:

10 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir (Sigma, P2308).

Riboniikleaz (RNaz):

10 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir (Sigma, R6513).
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%70°lik etil alkol:

700 ml saf etil alkoliin (Sigma, 32205) hacmi steril distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanmustir.

3.2.2. Bugday genotiplerinin yetistirilmesi ve PEG6000, ABA ve humik asit

uygulamalar

Calismada kullanilacak olan kurakliga toleransli ve hassas bugday genotiplerini
belirlemek igin 63 ekmeklik bugday genotipinin ekiminden 6nce, ilk asamada yiizey
sterilizasyonu yapilmigtir. Bunun ig¢in her bir genotipten esit boyutlarda secilen
tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde 1 dk karistirilip steril
saf sudan gecirilmis ardindan %10’luk NaOCl’de 10 dakika bekletilmistir. Tohumlar
dort kez saf su ile durulanmis ve steril filtre kagidinda kurutulmustur. Tohumlarin
cimlendirilmesinde 219x155x85mm boyutlarinda kapakli plastik kaplar kullanilmistir.
Her genotip icin 4 tekrar olacak sekilde steril edilen kaplarin icerisine Hoagland
soliisyonu ile nemlendirilen filtre kagitlar1 yerlestirilmis ve iglerine 100 adet steril
tohum ekilmistir. 20£1°C’de 16 saat 151k (floresans lambasi-300 Imol/ m?s) 8 saat
karanlik sartlarda 14 giin ¢imlendirilmistir. Daha sonra kaplarin igerisine Hoagland
soliisyonu + -8 bar PEG6000 (yiiksek siddette kuraklik) i¢eren soliisyonlar eklenmistir.
7 giin siire ile yiiksek siddette kurakliga maruz birakilan 63 ¢esit igerisinden bitkilerin
cimlenme ve siirgiin-kok gelisimleri incelenerek fizyolojik bir 6n eleme yapilmis ve
toleransli (Aksel 2000; Kirkpinar 79) ve hassas (Ath 2002; Kirmiz1 Kilgik) 4 genotip

belirlenmistir.

Belirlenen 4 genotip; -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, 100 uM ABA ve %10
(w/v)’luk humik asitin %1’lik dozu ve bunlarin kombinasyonlar1 uygulanmak tizere 14
giin siire ile s1v1 hidroponik sistemde ¢imlendirilmistir. Bu sistemde; hoagland ¢ozeltisi
ve uygulamada kullanilan soliisyonlarin konuldugu plastik kaplarin kapak kisimlarina
yerlestirilen file saksilara esit miktarda konulan hidrotonlarin igerisine steril edilen

20’ser adet tohum birakilmigtir. Plastik kaplara hidrotonun temas edecegi miktarda
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hoagland soliisyonu eklenmistir. Kesintisiz bir sekilde elektrikli hava motoru
kullanilarak havalandirilan bu sistemde tohumlar 20+1°C’de 16 saat 1s1ik (Floresans
lambas1-300 Imol/ m?s!) 8 saat karanlik sartlarda 14 giin ¢imlendirilmistir. Cizelge
3.5’te belirtilen her bir uygulama igin her saksi 1 tekerriir olarak kabul edilmis ve her bir
uygulama i¢in 3 tekerriir yapilmistir. Kuraklik stresi uygulamalar1 i¢in PEG6000 igeren
cozeltiler Hoagland soliisyonu ile birlikte plastik kaplara konulurken, ABA ve humik
asit uygulamalar1 yapraktan sprey seklinde verilmistir. Cizelge 3.5’te uygulamalara ait
uygulama zamanlar: ve 6rneklerin toplandigi zaman belirtilmistir. Bu siireler sonunda
hem kok hem de yapraktan bitki 6rnekleri DNA ve RNA izolasyonu i¢in hasat edilerek

stv1 azotta bir siire tutulmus, calisma yapilacagi giine kadar -80°C’de bekletilmistir.

Cizelge 3.5. Uygulamalar ve kombinasyonlari

Orneklerin

No | Uygulamalar Uygulama zamani Toplandig:
Zaman
1 | -6 bar PEG6000 15.giin 22. giin
2 | -8 bar PEG6000 15.glin 22. giin
3 | ABA 15. ve 16. giin 22. giin
4 | -6 bar PEG6000 + ABA 15.glin + 15. ve 16. glin | 22. giin
5 | -8 bar PEG6000 + ABA 15.giin + 15. ve 16. glin | 22. giin
6 | Humik asit 15. ve 16. giin 22. giin
7 | -6 bar PEG6000 + Humik asit | 15.giin + 15. ve 16. giin | 22. giin
8 | -8 bar PEG6000 + Humik asit | 15.giin + 15. ve 16. giin | 22. giin
9 | Kontrol - 22. giin

3.2.3. Biyokimyasal testler

3.2.3.a. Lipid peroksidasyon (MDA) dl¢iimii

Lipit peroksidasyonun son iriinii olan MDA miktari, tiobarbiturik reaksiyonunu
kullanarak Madhava and Stresty (2000) yontemine gore belirlenmistir. Bunun igin her
gruptan 0,5 g yaprak oOrnegi TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize edilmistir.
Santrifiijden sonra silipernatanta TBA (tiobarbitiirik asit) ve TCA igeren reaksiyon

karisimi pipetlenmistir. Tiim deney tiipleri 95°C’de 30 dk 1sitilmistir. Karigim +4°C’de
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10,000 g’de 15 dk santrifiijlenmistir. Olusan siipernatantin 532 ve 600 nm’deki
absorbans degerleri okunmustur. MDA konsantrasyonu, ekstinksiyon katsayisi (€= 155

mM - cm Y kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.3.b. Hidrojen peroksit (H202) ol¢iimii

H20> diizeyi Velikova et al. (2000) yontemine gore belirlenmistir. Bu yonteme gore her
gruptan 0,1 g yaprak ornegi 5 ml TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize edilmistir. 15
dk boyunca +4°C’de 12,000 rpm'de santrifiijlenmistir. 0,5 ml siipernatant 0,5 ml buffer
(potasyum fosfat 10 mM, pH: 7) solusyonu ve 1 ml 1M KI tampon maddesi ile
karistirilmistir. UV-VIS spekrofotometre yardimi ile 390 nm’de absorbans degerleri

Olclilmiistiir.

3.2.3.c. Total oksidan (TOS) dl¢iimii

Total oksidan miktarin1 belirlemek i¢in Rel Assay Diagnostic TOS kiti kullanilmistir.
Bugday genotiplerine ait 0,1 g kok ve yaprak ornekleri 0,9 ml fosfat tamponunda
homojenize edildikten sonra santrifiij edilerek {ist faz alinmis, asagida verilen kit

protokolii dogrultusunda spektrofotometrede dlgiimleri yapilmistir.

Ornek Standart
Ornek 7,5 ul -
Standart - 7,5 ul
Reagent 1 50 ul 50 pul

Iyice pipetaj yapildiktan sonra 530 nm’de ilk 8l¢iimii yapilmistir (Al).
Reagent 2 2,5 ul 2,5 ul

Iyice pipetaj yapildiktan sonra 5 dk bekletilmis ve 530 nm’de ikinci ol¢iimii
yapilmistir (A2).

Analizi i¢in agagidaki hesaplama yapilmistir. A2-A1= AAbs (Standart veya ornek)
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Sonu¢= (AAbSsmek — Aabsstandart) X 10

3.2.3.d. Total antioksidan (TAS) 6l¢iimii

Total antioksidan miktarin1 belirlemek icin Rel Assay Diagnostic TOS kiti
kullanilmigtir. Bugday genotiplerine ait 0,1 gr kok ve yaprak ornekleri 0,9 ml fosfat
tamponunda homojenize edildikten sonra santrifiij edilerek iist faz alinmis, asagida

verilen kit protokolii dogrultusunda spektrofotometrede dlgtimleri yapilmistir.

Ornek Standart/ saf su
Ornek 3ul -
Standart - 3ul
Reagent 1 50 pl 50 pl

Iyice pipetaj yapildiktan sonra 530 nm’de ilk dl¢iimii yapilmistir (Al).
Reagent 2 7,5 ul 7,5 ul

Iyice pipetaj yapildiktan sonra 5 dk bekletilmis ve 530 nm’de ikinci olgiimii
yapilmistir (A2).

Analizi i¢in asagidaki hesaplama yapilmistir. A2-A1= AAbs (Standart veya 6rnek)

Sonug¢= (AAbssafsu — AabSémek) / (AAbssafsu — Aasttandart)

3.2.3.e. Biyokimyasal dl¢iimlerin istatiksel analizi

Biyokimyasal dlglimlere ait veriler 9 (uygulama) x 4 (genotip) faktoriyel diizende tam
sansa bagli deneme planina gére SAS PROC GLM (SAS version 9.4, SAS Institute
Inc., Cary, NC) programi kullanilarak varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur.
Karakterlere ait ortalamalar arasindaki farkliliklar Fisher’s LSD (Least significant

Difference) ¢oklu karsilagtirma testi ile %5 seviyesinde karsilastiriimisgtir.
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3.2.4. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesi

3.2.4.a. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) protokolii dogrultusunda
gergeklestirilmistir.

1) Onceden sterilizasyonu yapilan porselen havan igerisinde sivi azot muamelesi ile
ogitiilen ornekler yaklasik 100 mg doku gelecek sekilde tartilarak mikrosantrifiij
tiiplerine alinmustir.

2) Ugzerlerine 350 pl Buffer RLT eklenmis ve 1 dakika vortexlenmistir.

3) Toplam hacim 700 pl olacak sekilde %70’lik ethanol eklenmis ve pipetaj
yapilmuistir.

4) 700 ul’lik hacim almmip RNeasy mini kit pembe spin kolonlarina yiiklenmis ve
kapaklar kapatilmistir (2 ml’lik toplama tiipleri kolon altina gecirilmistir) 15 saniye
8000 g’de santrifiij yapilmis, altta olusan siiziintii atilmistir.

5) 700 ul Buffer RW1 pembe spin kolonun iizerine eklenmistir. 15 saniye 8000 g’de
santrifiij yapilmis, altta olusan siiziintli atilmigtir.

6) 500 ul Buffer RPE pembe spin kolonun iizerine eklenmistir. 15 saniye 8000 g’de
santrifiij yapilmais, altta olusan siiziintii atilmistir.

7) 500 pl Buffer RPE pembe spin kolonlarina yiiklenmistir. 2 dakika 8000 g’de
santrifiij yapilmis, toplama tiipleri atilmstir.

8) 1.5 ml’lik tiipler i¢ine kolonlar yerlestirilmistir. Uzerlerine 30-50 pl RNase Free
Water eklenmis, 1 dakika 8000 g’de santriifiij yapilarak RNA eliisyonlar1 elde
edilmistir. Bu asamadan sonra kolonlar bir kenara ayrilmistir.

9) Elde edilen RNA 6rnekleri —80°C’de saklanmustir.

3.2.4.b. RNA’larn kalitatif ve kantitatif tayini

Total RNA konsantrasyonlarini belirlemek i¢in Nanodropta (Qiagen Qiaxpert) Azso/280

0.D. degerindeki Ol¢iimler alinmis ve tiim Orneklerin RNA konsantrasyonlar1 0,5 ug
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olacak sekilde esitlenmigtir. Ayrica RNA’larin %1,2°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kantitatif tayini yapilmistir.

3.2.4.c. cDNA sentezi

Total RNA’lardan cDNA eldesi Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA sentez
Kitinin (#K1622) iretici firma talimatlart dogrultusunda asagida verilen basamaklar

sirastyla uygulanarak yapilmistir.

1) Konsantrasyonu 0,5 pg/ul olacak sekilde ayarlanan RNA Ornekleri steril PCR
tiiplerine konulmus, 1 pl oligo (dT)ie primeri eklenerek son hacim Water- nuclease free
ile 12 pl’ye tamamlanmuistir.

2) Mini santrifiij yapilarak 65°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

3) Her bir tiip igerisine Cizelge 3.6’da miktarlar1 verilen cDNA sentez karigimi ilave
edilerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmastir.

4) Mini santrifiij yapilan tiipler PCR cihazina yerlestirilip 42°C’de 60 dakika ve
70°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.

5) Elde edilen cDNA’lar -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.6. cDNA Sentez Karisimi

5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 u/pl) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2ul
RevertAid RT (200 U/ ul) 1 pul

3.2.4.d. Primer secimi ve dizayni

Calismada TaCP, TaSRG, Sall, Eral ve TdPIP1 genleri (Metabion International AG,
steinkirchen, Germany) kullanilmistir. Housekeeping gen olarak adlandirilan referans
gen i¢in B-Aktin tercih edilmistir. Kullanilan genlere ait primer ¢iftleri Cizelge 3.7’de

belirtilen ¢alismalardan alinmustir.
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Cizelge 3.7. qRT- PCR ile ifade diizeyleri belirlenen genlere ait primerler ve baglanma
sicakliklart

Primerler Baglanma
Gen adi (5' >3") sicakhg Kaynak
(Tm) (°C)
acp F GAGTGCGACCCAGCAGAAC 62,0 Zhang et al.
R ACTCCGCCGATGTATGTCTG 60,0 2010
F ATAGGATGCAGGGCGAAGTG 60,0 He et al.
TasRE R TTGTCCCTGACCTCCATCTTC 61,0 2011
F ACAATTGGTTGTGGTGCTGA 56,0 Manmathan
g R AAAAACGAGGCATTCACTGG 56,0 etal. 2013
F TGAAGCTCATGGTGGGTACA 58,0 Manmathan
=rad R AGCCAATCAAGCTAGGCAAA 56,0 etal. 2013
F GAGCACACCCAACTGTCACACTG 66,0 Avyadi et al.
TaPIPL R ACAATGCCTGGAACGACCAATGG 65,0 2011
B-Aktin F TGCTATCCTTCGTTTGGACCTT 60,0 Du et al
R AGCGGTTGTTGTGAGGGAGT 60,0 2013

Triticum aestivum genomunda yapilan biyoinformatik caligmalar ile ilgili veri
tabanlarindan yararlanilarak miRNA hedef genleri igin primer tasarmmi yapilmustir. 11k
olarak miRbase (http://www.mirbase.org/)  veritaban1  kullanilarak  bugdayda
miRNA’larin hedef genleri bulunmus ve Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)
veritabani ile protein sekanslama yapilarak bu genlerin islevlerine ulasilmistir. Daha
sonra bitki genomik kaynagi olan Phytozom (https://phytozome.jgi.doe.gov/) veri tabani
kullanilmistir. Veri tabaninda Triticum aestivum bitki tiirii se¢ilmis ve erisim numarasi
girilerek genlerin sekans dizilerine ulagilmistir. Ifade olabilen bu sekans dizilerinden
birbirine en uzak olan diziler segilmistir. Bu sayede ekzon-ekzon bélgeleri se¢ilmis olup
RNA izolasyonu sonrast bagka bir isleme (DNA kirliligini temizleme) gerek
duyulmamustir. Son olarak segilen baz dizilerinden Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/)
programi kullanilarak primerler olusturulmustur (Cizelge 3.8). Arastirma siirecinde

kullanilacak olan primerler elde edildikten sonra firmanin Onerdigi miktarda
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sulandirilarak stok soliisyon hazirlanmigtir. Daha sonra yapilan hesaplamalar sonucunda

0,3 uM olacak sekilde galisma soliisyonlarina seyreltilmistir.

Cizelge 3.8. gPCR ile ifade diizeyleri belirlenmeye calisilan miRNA’larin hedef
genlerine ait primerler ve baglanma sicakliklari

MiRNA hedef gen adi Primerler Baglanma
(5'>3") sicaklig

(Tm) (°C)
Traes 2AL 5BA7E2623 F CTGCCATCAAGTGCAACG 56,1
(ath-miR172a) R GAGGCTGCCCCTCTTGTT 58,4
Traes 5DL_90BD9F306 F GGCGACGTCCTAGTGTTCA 59,5
(sbi-miR408) R TGTAGACCTTGGCTCCCTTG 60,5
Traes 6AL EEA5F4238 F AGCACCAGGCGCTCATATAC 60,5
(lja-miR396) R CTCCGGATCCACCTTCTTG 59,5
Traes_1BS_A2F5A3F39 F CTTCTTCTGCCGTTTGCTCT 58,4
(sly-miR397) R GCAGAGCTGGCTAATGGAGA 60,5
Traes 2DS _3C3A2A12A F ATCCCCCTTACTGGACCAAA 58,4
(ptc-miR398a) R CGTTTCCAGTGCTCTTGCTA 58,4
B-Aktin F TGCTATCCTTCGTTTGGACCT 60,3
R AGCGGTTGTTGTGAGGGAGT 60,5

3.2.4.e. gPCR ile gen ifade analizi

gPCR islemini gergeklestirmek i¢in Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX

gPCR Kiti kullanilmigtir. Protokol iiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde

asagidaki gibi yapilmistir.

PCR Bilesenleri

SyberGreen Master Mix 12.5 ul
fleri Primer (0,3 uM) 1 pul
Geri Primer (0,3 uM) 1 pul
Ultra saf su 55ul
cDNA (500 ng) 5ul
Son hacim 25 ul
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Calisilacak her bir 6rnege ait cDNA icin 3 tekerriir yapilmis, ayrica her bir gene ait
negatif kontrol icin icerisinde cDNA yerine saf su bulunan bir reaksiyon tlipii
hazirlanmistir. Karigim tiiplere aktarilip, kapaklar1 kapatilarak Qiagen Rotor-Gene

cihazina yerlestirilmistir. Amplifikasyon asamalar1 asagida belirtilmistir.

1. Hot Start 95°C 10 dk

2. Ayrisma 95°C 15s

3. Baglanma (Primere gore degisken ...°C30s 40 dongii
sicaklik)

4. Uzama 72°C 30

3.2.4.f. gPCR verilerinin analizi

Gen ifade analizi sonucunda orneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir. Cycle
Treshold (Ct) degeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik artisa
gecilen ilk noktayr belirtmektedir. Real time PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen
pik profillerinden her bir 6rnege ait Ct degerleri belirlenmistir. PCR analiz sonuglarina
gore Orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel programi
yardimiyla hesaplanmistir. Standart sapmasi diisiik olan 6rnekler 3 tekerriir tizerinden
degerlendirilmistir. Genlerin ifade oranlar1 Livak and Schmittgen (2001)’e gore 2-AACt
oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir. Genlerin ifadesi B-Aktin referans

geninin ifadesine gore gergeklestirilmistir.

3.2.5. DNA konformasyonlarmin belirlenmesi

3.2.5.a. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda asagida verilen basamaklar sirastyla uygulanmaistir:

a. Siv1 azotta ezilip 2 ml’lik eppendorf tiiplere alinan her bir bitki 6rnegi tizerine 1000
ul DNA ekstraksiyon tamponu eklenmistir. Onceden 65°C’ye 1sitilmis su banyosunda

60 dk bekletilen tiipler arada bir alt iist edilerek karigtirilmistir.
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b. 12000 g ve 4°C’de 10 dk santrifiij sonunda {ist faz temiz bir tiipe aktarilmistir.

c. Her bir tiipe 1000 pl Fenol: Kloroform: izoamil alkol eklenerek alt iist edilmistir.
12000 g ve 4°C’de 5 dk. santriflij sonunda iist faz dikkatli bir sekilde temiz bir tiipe
aktarilmastir.

d. Her bir tiipe 1000 pl Kloroform: Izoamil alkol eklenerek birkac kez alt iist edilmistir.
12000 g ve 4°C’de 5 dk. santrifiij sonunda {ist faz dikkatli bir sekilde temiz bir tiipe
aktarilmastir.

f. DNA’y1 ¢oktiirmek igin 0,5 hacim soguk izopropanol eklenerek —20°C’de 10 dk.
bekletilmistir.

g. 12000 g ve 4°C’de 10 dk. santrifiij sonunda {ist faz dokiilmiistir.

h. Pelet 6nce %100’liik sonra %70°lik soguk etanol ile yikanmistir.

1. Yikanan pelet bir gece oda 1sisinda bekletilerek kurutulmustur.

j. Kurutulan DNA’nin 100 pul TE tamponunda ¢oziilmesi saglanmistir.

k. Kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

3.2.5.b. DNA’larn kalitatif ve kantitatif tayini

Elde edilen DNA’larin spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
absorbans (A) degerleri okunmustur. Konsantrasyonlari 1060 ile 1737 arasinda degisen
ve OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,7-1,99 arasinda olan saf DNA’lar elde
edilmistir. Ayrica DNA’larin %0,8’lik agaroz jelde yiiriitillerek kantitatif tayini
yapilmustir.

3.2.5.c. Bugday yaprak DNA’larmna ait infrared (kizilotesi) spektrumlarinin elde

edilmesi

Her bir genotipte yer alan gruplardaki orneklere ait yaprak DNA spektrumu Atatiirk
Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
bulunan ATR- FTIR (Bruker Vertex 70 FTIR) spektrometresi kullanilarak elde
edilmigtir. Spektral ol¢timler 4000-400 cm-1 spektral bolgede 4 cm-1 ¢oziiniirliikte 64
tarama sayist ile OPUS 7.5 yazilimi (Bruker Optics, GmbH) kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Oncelikle DNA’nin iginde ¢oziildiigi TE tamponun DNA
spektrumundaki katkisin1  ortadan kaldirmak amaciyla TE tampon spektrumu
background olarak c¢ekilmis ve DNA spektrumlarindan otomatik olarak c¢ikartilmistir.
Her grupta yer alan 6rnek DNA’sindan emin olmak i¢in, her grup DNA’sindan Ser kez
spektrul toplanilmistir. Elde edilen spektrumlar hem kemometrik hem de kalitatif

spektral analizler i¢in kullanilmistir.

3.2.5.d. Spektral verilerin analizi

-Kemometrik analizler

Calisilan gruplarin smiflandirilmas1 amaciyla, kemometrik analiz metotlarindan olan
gbzetimsiz (unsupervised) Oriintii tanima yontemlerinden, hiyerarsik kiimeleme analizi
(HCA) ile temel bilesen analizi (PCA) metotlar1 kullanilmistir. Hiyerarsik kiimeleme
analizi ve temel bilesen analizi i¢cin Unscrambler X 10.3 (Camo Software, Inc.)
programi kullanilmistir. PCA analizleri i¢cin ham spektrumlar kullanilmistir. HCA
analizleri iginse oOrnek spektrumlarmin ikincil tiirev alinmis, daha sonra vektor
normalizasyonu yapilmistir. PCA sonuglar1 skor grafikleri, HCA sonuglarn ise

dendrogram grafikleri seklinde verilmistir.

-Kalitatif spektral analizler

Kemometrik analizlerden elde edilen DNA spektrumlarindaki farkliliklara dayali
gruplar arasit farklilasmanin nedenini ortaya koymak amaciyla, bantlar1 daha iyi
karakterize etmek amaciyla elde edilen absorbans spektrumlarin, OPUS 7.5 yazilimi
(Bruker Optics, GmbH) kullanilarak 1800-400 cm-! spektral bolgede ikincil tiirevi
alinarak vektor normalizasyonu yapilmistir. Literatiire gore karakteristik B, A ve Z tip

DNA bantlar1 belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada, -8 bar PEG6000 (yiiksek siddette kuraklik) uygulanan 63 ekmeklik bugday
genotipi igerisinden fizyolojik olarak kurakliga en toleransh (Aksel 2000; Kirkpinar 79)
ve hassas (Ath 2002; Kirmiz1 Kilgik) 4 genotip belirlenmistir. 14 giin siire ile normal
sartlarda li¢ yaprakli doneme kadar yetistirilen bu genotipler, -6 bar PEG6000 (orta
siddette kuraklik/OSK), -8 bar PEG6000 (yiiksek siddette kuraklik/YSK), 100 uM ABA
ve %10 humik asitin %1°lik dozu ve bu uygulamalarin kombinasyonlarina 7 giin siire
ile maruz kalmistir (Cizelge 3.5). Kok ve yaprak kisimlari hasat edilen orneklerden
biyokimyasal analizler (MDA, H20,, TAS, TOS), total RNA izolasyonu ve DNA

izolasyonu yapilarak asagida belirtilen analiz sonuglarina ulagilmistir.

4.1. Biyokimyasal Analizler

4.1.1. MDA seviyesinin belirlenmesi

Hiicre membran hasarinin bir gostergesi olan MDA miktari tizerine her iki doku tipinde
de (kok ve yaprak) uygulama ve genotipin ana etkileri ile bunlarin interaksiyon etkisi

¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Uygulamalara gore genotiplerin koklerindeki MDA miktarlart (uMol/gr)

Genotipler
Uygulamalar
Aksel 2000 Kirkpinar 79 Ath 2002 Kirmmzi Kilgik  Ortalama

Kontrol 6,86 6,22 6,20 6,96 6,56
OSK 7,34 8,86 8,63 10,67 8,87
YSK 11,14 11,16 12,23 13,10 11,90
ABA 5,87 5,80 6,04 6,03 5,93
ABA + OSK 6,84 7,21 8,35 9,86 8,06
ABA + YSK 10,28 9,42 12,05 12,34 11,24

HA 5,87 5,74 5,21 4,87 5,42




Cizelge 4.1. (devam)

o1

HA + OSK 6,43 7,70 7,45 8,80 7,60
HA + YSK 10,09 9,45 10,32 10,98 10,21
Ortalama 7,86 7,95 8,50 9,29 8,40
F Degeri (Uygulama) (U) 848,79**

F Degeri (Genotip) (G) 159,50**

F Degeri (U x G) 24,71**

LSD 0,05 (U) 0,22

LSD0,05) (G) 0,15

LSD(0,05) (UXG) 0,44

VK% 3,22

** cok dnemli (p<0,01)

Cizelge 4.2. Uygulamalara gore genotiplerin yapraklarindaki MDA miktarlar1 (uMol/gr)

Genotipler

Uygulamalar Aksel 2000 Kirkpmar 79 Ath 2002 R Ortalama
Kilaik

Kontrol 7,14 6,70 7,70 8,69 7,56
OSK 8,20 9,59 13,16 11,46 10,59
YSK 14,28 14,50 18,65 18,5 16,48
ABA 6,14 6,81 6,32 8,83 7,02
ABA + OSK 7,96 9,26 9,59 10,82 9,43
ABA + YSK 13,28 12,37 14,76 16,04 14,11
HA 5,69 6,21 8,03 7,84 6,94
HA + OSK 7,66 8,34 10,60 11,45 9,51
HA + YSK 10,24 10,28 13,54 14,57 12,16
Ortalama 8,95 9,34 11,37 12,02 10,42
F Degeri (Uygulama) (U) 1574,728**
F Degeri (Genotip) (G) 739,05**
F Degeri (U x G) 28,483**
LSD(0,05) (U) 0,23
LSD(o0,05) (G) 0,15
LSD(o,05) (UXG) 0,47
VK% 2,76

** cok dnemli (p<0,01)
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Uygulamalarin ortalamasina gore genotiplerin kok dokusundaki MDA miktar1 7,86-9,29
uMol/gr arasinda degisim gostermis, ortalama ise 8,40 uMol/gr olarak belirlenmistir.
Genotiplerin MDA miktaria gore siralanis1t Kirmizi Kilgik > Atli 2002 > Kirkpinar 79
>Aksel 2000 seklinde olmustur. Uygulamalarin ortalamasina goére hassas genotiplerin
(Kirmiz1 Kilgtk ve Atli 2002) toleransli genotiplere kiyasla daha yiiksek MDA
miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Yine kok dokusunda uygulamanin ana etkisi
incelendiginde genotiplerin ortalamasina goére uygulamalarin MDA miktarn 5,42
uMol/gr ile 11,90 uMol/gr arasinda degisim gostermistir. En diisik MDA miktar1 HA
uygulamasinda 5,42 uMol/gr ile elde edilirken; en yiiksek MDA miktar: 11,90 uMol/gr
ile YSK uygulamasindan elde edilmistir. Diger taraftan, yaprak dokusunda genotiplerin
ortalama MDA miktar1 8,95-12,02 uMol/gr arasinda degismis ve ortalama 10,42
uMol/gr olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Genotiplerin MDA miktari
bakimindan siralamasi kok dokusundaki ile ayni olmustur. Genotiplerin ortalamasina
gore ise uygulamalarin MDA miktar1 6,94-16,48 uMol/gr arasinda degismistir. Kok
dokusundaki bulgulara benzer olarak en yiiksek (16,48 uMol/gr) MDA miktar1 YSK
uygulamasindan; en diisiik ise (6,94 uMol/gr) HA uygulamasindan elde edilmistir.

Aragtirmada her iki doku tipinde de genotiplerin ortalamasina gore OSK ve YSK
uygulamalarinda kontrole gore daha yiiksek MDA degeri elde edilmistir (Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2). Lipit peroksidasyonu siirecinin son {iriinii olan MDA, membrandaki
oksidasyonu belirleyen ve hiicreler igin oldukca toksik olan bir tirtindiir (Al Ghamdi
2009). Asirt strese maruz kalan bitkilerde aktive edilmis oksijen tiirlerinin artmasi ile
birlikte lipit peroksidasyonu meydana gelmektedir. Lipitlerin peroksidasyona ugramasi
tim organizmalar i¢in bilinen en tehlikeli durumdur (Renu and Devarshi 2007). Bunun
yanisira, ¢alismamizda tiim uygulamalarda genel olarak kok ve yaprak MDA analiz
sonuclar1 kiyaslandiginda yapraktan elde edilen degerler kokten elde edilen degerlerden
oldukca yiiksek cikmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2). Suyun bitki gelisimi i¢in yetersiz
oldugu kosullarda yeterli miktarda su alamayan bitkilerde kok:siirgiin oran1 her zaman
daha fazladir. Toprakta ulasabildigi her yerden su alabilmak i¢in kok uzunlugunu artiran

bitkilerde, koklerdeki hassasiyet gévde ve yapraklara gore daha disiktir (Wu and
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Cosgrove 2000). Dolayistyla MDA miktarinin bu doku tipinde daha diisiik ¢ikmast

ka¢inilmaz bir sonugtur.

Hem kok dokusunda hem de yaprak dokusunda genotiplerin MDA miktarinin
uygulamalara gore degisim gostermesi genotip x uygulama interaksiyonunun etkisinin

Oonemli olmasina neden olmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

—4— Aksel 2000 == Kirkpinar79  ==h=—Atli 2002 === Kirmizi Kilgik
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Kok dokusunda, genotiplerin MDA miktar1 kontrolde 6,20 uMol/gr (Atl1 2002) ile 6,96
uMol/gr (Kirmiz1 Kilgik) arasinda; yaprakta ise, 6,70 uMol/gr (Kirkpinar 79) ile 8,69
uMol/gr (Kirmiz1 Kilgik) arasinda degistigi tespit edilmistir. Kontrol uygulamasinda
kok dokusunda MDA miktar1 bakimindan genotiplerin sirlamasi Kirmizi Kilgik > Aksel
2000 > Kirkpmar 79 >Atl 2002 iken; yaprak dokusunda Kirmizi Kilgik > Atli 2002 >
Aksel 2000 > Kirkpimar 79 seklinde oldugu belirlenmistir. Kok ve yaprak dokusundaki
genotiplerin siralanisinin farklilik gostermesinin nedeni bugday genotiplerinin biiyiime

ve gelisim siireglerinin genotipe gore farklilik gdstermesinden kaynaklanmis olabilir.

Genotiplerin tamaminda MDA miktar1 hem kok hem de yaprak dokularinda kontrole
gore tek basina OSK (orta siddette kuraklik) ve YSK (yiiksek siddette kuraklik)
uygulamalarinda doz artisina bagli olarak yiiksek miktarlarda oldugu belirlenmistir. Bu
miktarlar, hassas genotiplerde (Atlh 2000 ve Kirmizi Kilgik) toleransli genotiplere
kiyasla daha yiliksek ¢ikmistir. Calismamizda toleransli genotiplerin MDA igeriginin
hassas olanlara gore daha disiik ¢ikmast MDA testinin stresin bitkilerdeki olumsuz
etkilerinin  6l¢limiinii saglamas1 bakimindan giivenilir bir test oldugunu teyit eder
niteliktedir. Caligmamiza benzer olarak su stresine maruz birakilan kurakliga hassas
(Sids-1) ve toleransli (Veery) bugday genotiplerinin kullanildigi bir ¢alismada (Al
Ghamdi 2009), 6lgiilen MDA miktarlar1 hassas genotipte toleransli olana gore daha
yiiksek sonu¢ vermistir. Yine kuraklik stresi altinda, hassas bugday genotiplerinde
lipitlerin oksidatif hasara ugradigi ve membran biitlinligiiniin zayifladig1 belirlenmistir
(Simova Stoilova et al. 2010). Toleransli genotiplerin daha diisiik MDA miktarina sahip
olmalari, onlarin daha yiiksek anti-oksidatif kabiliyetlerine sahip olmasindan
kaynaklanmig olabilir. Nitekim, Dhanda et al. (2004), kurakliga toleransli genotiplerin
antioksidatif kabiliyetlerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan, 5
farkli bugday genotipinde ¢alisan Sultan et al. (2012) kuraklik stresi altinda toleransh
genotiplerin daha yiiksek prolin miktarina sahip oldugunu ve yliksek ozmotik
konsantrasyonun varliginda hiicresel proteinlerin ve membranlarin stabilizasyonunda
prolinin 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir. Ote yandan, stres sartlarinda olusan
membran hasarini H203 igerigi ile iliskilendirmek de miimkiindiir. Her iki doku tipinde

de tiim genotiplerde hem MDA seviyesi hem de H>O: seviyesi kuraklik doz artigina
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bagli olarak artis gostermistir (Sonuglar H2O2 analizleri baglhiginda verilmistir).
Arastirmamiza benzer olarak yapilan c¢alismalarda kurakligin artmasiyla birlikte
bitkilerde hem MDA, hem de H>O: seviyesinde artis goriilmiistir (Moussa and
Abdelaziz 2008; Singh and Bhardwaj 2016).

Tiim genotiplerde tek basina ABA ve HA uygulamalar1 her iki doku tipinde de
kontrolde elde edilen MDA miktarina yakin ve genelde daha diisiik MDA miktar1 elde
edilmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2).

Diger taraftan stres sartlarinda (OSK ve YSK) uygulanan ABA ve HA’ nin genotiplerde
ki etkilerine bakildiginda hem ABA ve hem de HA uygulamasinin tiim genotiplerde her
iki doku tipinde de MDA miktarinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
Bulgularimiza benzer olarak Kaur et al. (2014), kurakliga hassas ve toleransli bugday
genotiplerinde yapmis oldugu calismalarinda stres sartlarinda ABA uygulamasinin
MDA miktarinda azalisa neden oldugunu ve MDA iiretim mekanizmasinda ABA’nin
roliiniin olabilecegini bildirmislerdir. ABA’nin buradaki muhtemel rolii hiicre membran
hasarini azaltan o-tokoferoliin miktarini artirmasindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim
Mohammadi and Moradi (2016), kuraklik stresinde ABA uygulamasindan sonra o-
tokoferoliin miktarinin daha fazla arttigin1 tespit etmislerdir. ABA’nin MDA miktarinin
azalisindaki muhtemel rolii ROT'larin plazma zar1 iizerindeki olumsuz etkisini
bastirmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemini indiiklemesiyle
agiklanabilir. Nitekim Jiang and Zhang (2001), ABA’nin H20; olusumunu indiikleyerek
Cu, Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD, CAT gibi antioksidan enzimleri kodlayan genlerin
ekpresyonlarin1 artirdigi ve SOD, CAT, APX, GR, ASC, GSH gibi enzimatik
antioksidanlarin aktivitelerini artirdigini rapor etmistir. Bununla birlikte, kuraklikla
birlikte digsal ABA uygulamasinin etkisini tam anlamak i¢in olaym temelinde yatan
mekanizmalar hakkinda daha iyi bilgi edinilmesi gerekmektedir. Ote yandan, Aydin et
al. (2012) fasulyede (Phaseolus vulgaris L.) tuz stresi kosullarinda HA uygulamasinin
tuz kosullarina bitkinin uyum saglamasina yardimci olarak prolin igerigini artirdigi ve
lipit peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre mebran1 gegirgenligini korudugunu

belirtmislerdir. Yine, ¢eltikte yapilan bir ¢alismada (Garcia et al. 2012) kuraklik
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stresinde HA uygulamasinin hiicre membraninin yapisinda koruyucu etkisi oldugu

belirlenmistir.

Aragtirmada, stres hormonu olarak bilinen ve stres esnasinda miktar1 artip bitkiyi
aklimasyona yonlendirerek stres sinyalinin olusmasina neden olan ABA ve HA
uygulamalarinin MDA miktarindaki azalis oranlart dikkate alindiginda yaprak
dokusunda OSK sartlarinda ABA ve HA uygulamalarinin MDA miktarini azaltmadaki
orani benzer olurken; YSK sartlarinda HA uygulamasinin MDA miktarindaki azalis
oranina etkisi daha fazla olmustur. Kok dokusunda ise her iki kuraklik stresinde de HA
uygulamast ABA uygulamasina gore daha fazla MDA miktarinda azalisa neden
olmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Bu sonuglar, 6zellikle HA uygulamasinin kuraklik
stresine toleransta ABA’dan daha etkili olabilecegini gdstermistir. HA’nin MDA
miktarinda azalmaya sebep olmasi membranlardaki lipit tabakasinin akigskanligini
degistirmesine baglanabilir. Humik maddelerin hem karboksilik ve fenolik gruplar gibi
hidrofilik hem de alifatik ve aromatik parcalar gibi hidrofobik alanlari igeren yiizey aktif
madde benzeri yapiya sahip oldugu bilinmektedir. Humik maddelerin bu amfifilik
ozelliklerinden dolayr humik maddeler dogal ylizey aktif maddeler olarak davranirlar ve
biyolojik membranlarda dahil olmak iizere ¢ok sayida dogal ylizey lizerinde adsorbe
olabilirler. Humik maddelerin biyolojik membranlarla olan iliskileri ve yiizey aktif
ozellikleri, humik maddelerin lipit tabakasinin yapisini ve akigkanligini, hiicre zari
gecirgenliginin etkilenecegi bir diizeye getirme potansiyelleri vardir (Visser 1982).
Nitekim Vigneault et al. (2000), humik asidin fitoplanktonlarin membran yapisini
degistirerek, akuatik ortamdaki toksik ve c¢oziinebilen maddelerin fitoplanktonlar

tarafindan alinmasi ve bunlarin diizenlenmesinde etkili oldugunu belirlemislerdir.

4.1.2. H202 seviyesinin belirlenmesi

Radikal olmayan (molekiiler) ROT’lardan biri olan H202 miktar1 {izerine her iki doku
tipindede uygulama ve genotipin ana etkileri ile bunlarin interaksiyon etkisi ¢ok énemli

(p<0,01) olmustur (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. Uygulamalara gore genotiplerin koklerindeki H2O2 miktarlart (uMol/gr)

Uygulamalar Genotipler

Aksel 2000 Kirkpmar 79 Ath 2002 Kirmmzi Kilagk Ortalama
Kontrol 760,7 679,7 883,7 690,0 753,5
OSK 895,7 745,3 11457 959,3 936,5
YSK 1251,0 969,0 1058,7 1128,3 1101,8
ABA 756,3 689,0 890,7 709,3 761,3
ABA + OSK 722,7 699,0 921,0 691,7 758,6
ABA + YSK 829,3 892,7 998,7 1061,0 945,4
HA 898,0 690,7 972,0 791,7 838,1
HA + OSK 954,0 764,3 1221,0 823,3 940,7
HA + YSK 1118,3 1040,7 1274,0 1191,0 1156,0
Ortalama 909,6 796,7 1040,6 894,0 910,2
F Degeri (Uygulama) (U) 2388,46**
F Degeri (Genotip) (G) 2470,58**
F Degeri (U x G) 195,58**
LSD(o0,05) (U) 8,5
LSDo0,0s) (G) 5,7
LSD(0,05) (UXG) 17,1
VK% 1,2

** cok dnemli (p<0,01)

Cizelge 4.4. Uygulamalara gore genotiplerin yapraklarindaki H>O, miktarlar1 (uMol/gr)

Uygulamalar Genotipler

Aksel 2000 Kirkpmar 79 Ath 2002 Kirmuzi Kilgik  Ortalama
Kontrol 819,0 729,3 959,7 777,2 821,3
OSK 985,0 871,7 1241,3 1062,5 1040,1
YSK 1372,0 1054,3 1303,2 1232,0 1240,4
ABA 832,4 756,2 923,8 817,7 832,5
ABA + OSK 842,7 785,7 1059,3 7817 867,4
ABA + YSK 922,5 9477 1151,0 1161,3 1045,6
HA 968,5 756,7 1067,4 834,7 906,8
HA + OSK 1038,0 893,1 1235,7 908,7 1018,9
HA + YSK 1454,1 1139,6 1315,3 1309,1 1304,5
Ortalama 1026,0 881,6 1139,6 987,2 1008,6
F Degeri (Uygulama) (U) 967,3**
F Degeri (Genotip) (G) 823,2**
F Degeri (U x G) 49,9**
LSD(0,05) (U) 15,7
LSD(o,05) (G) 10,5
LSD(o,05) (UXG) 31,4
VK% 1,9
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Uygulamalarin ortalamasma gore genotiplerin H2O2 miktar1 kok dokusunda 796,7-
1040,6 uMol/gr arasinda; yaprak dokusunda ise 881,6-1139,6 uMol/gr arasinda
degismistir. Uygulamalarin ortalamasia gore her iki doku tipinde de en yiiksek H2O>
miktar1 hassas genotiplerden Atli 2002°de, en diisiik ise toleransli genotip olan
Kirkpinar 79’da belirlenmistir. Her iki doku tipinde de genotiplerin toleransina gore
siralanigt Ath 2002>Aksel 2000>Kirmiz1 Kilgik>Kirkpinar 79 seklinde gerceklesmistir
(Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Diger taraftan uygulamanin ana etkisi incelendiginde tek
basina OSK ve YSK uygulamalarinin her iki doku tipinde de kontrole gore H20O:
miktarinda artisa sebep oldugu belirlenmistir. Yine, iyilestirici olarak kullanilan ABA
ve HA uygulmalarinin kontrole gére hem kok hem de yaprak dokusundaki etkileri
incelendiginde ABA’nin kontrole yakin ancak 6nemsiz bir artisa, HA uygulamasinin ise
kontrole gore daha yiiksek bir artisa neden oldugu belirlenmistir. ABA’nin OSK ve
YSK sartlarindaki etkisine bakildiginda kok dokusunda bu stres sartlarinda H20»
miktarinda azalmaya neden oldugu; yaprak dokusunda ise OSK sartlarinda azda olsa bir
artisa; YSK sartlarinda ise dikkate deger bir azalisa neden oldugu tespit edilmistir.
Diger bir iyilestirici faktor olarak kullanilan HA’nin OSK ve YSK sartlarindaki etkileri
degerlendirildiginde kok dokusunda her iki stres sartinda da artisa, yaprak dokusunda
ise OSK sartlarinda bir azalisa, YSK sartlarinda ise bir artisa neden oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Uygulama ve genotiplerin ortalamasina gore yaprak dokusunun H20; miktarinin kok
dokusuna gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bunun nedeni yapraklardaki
fotorespirasyonda H>O2’nin, peroksizomlarda glikollat oksidaz reaksiyonu ile ¢ok

yiiksek oranlarda tiretilmesinden kaynaklanmig olabilir (Noctor et al. 2000).

Genotiplerin H202 miktarinin uygulamalara gore degisim gostermesi her iki doku
tipinde de uygulama x genotip interaksiyon etkisinin 6nemli ¢ikmasina neden olmustur

(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Uygulamalara gore genotiplerin yapraklarindaki H>O> miktarlar1 (uMol/gr)

Uygulamalara gore genotipler karsilagtirildiginda kontrol uygulamasinda genotiplerin
kok dokusundaki H20> miktar1 679,7-883,7 uMol/gr arasinda degisim gosterirken,
yaprak dokusunda 729,3-959,7 uMol/gr arasinda degisim gostermistir. Kok dokusunda
en disiik H2O2 degeri Kirkpinar 79 toleransli genotipinde belirlenirken (679,7 uMol/gr)
bunu sirayla Kirmizi Kilgik (690,0 uMol/gr), Aksel 2000 (760,7 uMol/gr) ve Atli 2002
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(883,7 uMol/gr) genotipleri izlemistir. Yaprakta genotiplerin siralamasi yine ayni

sekilde olmustur.

Kuraklik stresinin artigina bagli olarak kok dokusunda H2O, miktar1 Atli 2002 genotipi
hari¢ diger 3 genotipte arttigi belirlenirken, yaprak dokusunda ise tiim genotiplerde
arttig1 tespit edilmistir. Her iki doku tipinde de OSK sartlarinda hassas genotiplerin daha
yiiksek H207 miktarina sahip oldugu tespit edilmistir. YSK sartlarinda ise her iki doku
tipinde de en yiiksek H2O2 miktarina Aksel 2000 genotipinin, en diisiik ise Kirkpinar 79
genotipinin sahip oldugu belirlenmistir. Bu iki genotipin her iki dokusunun dayanikli
olmasi dikkat ¢ekici bir durum olarak belirlenmistir. Bir ROT olarak bilinen H20> ilk
kez redoks algilama, sinyalleme ve regiilasyonunda baslica redoks metaboliti oldugu
diisiiniilmistiir. Ancak daha sonra yapilan incelemelerde H2O2’nin hiicrelerden ve
dokulardan igeri alinarak hiicre sekil degisiklikleri, proliferasyonun baglatilmas1 gibi
hiicresel olaylar1 baslatmak ic¢in sinyal molekiilii olarak gorev yaptigi, boylece
metabolizmada hasar sinyalcisi roliiniin 6tesinde, temel diizenleyici iglevlere de hizmet
ettigi tespit edilmistir (Sies 2017). Nitekim daha 6nceki ¢alismalarda, H2O2'nin oksidatif
metabolizmanin bir parcast oldugu ve kok uzunlugunun artirilmasi, bitki hiicre
duvarmin giiclendirilmesi, ksilem farklilagsmasi, stoma kontroliinde hiicre duvarinin
gevsetilmesi gibi bitki biiylime ve gelisimi i¢in 6nemli olan ¢esitli metabolizma ve
sinyal kaskatlariyla baglantili oldugu tespit edilmistir (Dempsey and Klessig 1995).
Dolayisiyla, ¢alismamizda stres dozu arttikga H20, miktarinin artmasinin sebebinin
strese karsi toleransi giiglendirme amacli oldugu sdylenebilir. Bu yonden bakinca,
hassas genotiplerin H>O> degerlerinin daha yiiksek olmasi beklenirken, toleransl
genotip Aksel 2000’de YSK’da en yiiksek degere ulasmistir. Ancak, diger toleransl
genotip olan Kirkpimar 79 ise her iki doku tipinde de (kdkte, 969,0; yaprakta, 1054,3)
Y SK’da hassas genotiplerden daha diisiik bir degere sahip olmustur. Bhagi et al. (2013),
kurakliga hassas ve toleransli bugday genotiplerini kullandig1 ¢alismalarinda kuraklik
stresinde toleransli genotipte H.O2 miktarinin hassas genotipe gore daha diisiik degerde
seyretmesinin nedenini strese cevabin olusturulmasi icin genotipte yeterince H20:
oldugundan daha fazla miktarin1 artirmaya gerek duymadigina baglamislardir. Burdan

yola cikarak, kurakliga toleransli oldugu bilinen Aksel 2000’in 6rneklerin toplandigi
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donemde  (15giin  stressizt+7giin  stresli=22giin)  strese  tolerans saglanma
mekanizmalarim1 harekete gegirdigi ve H202 miktarini artirarak tolerans saglamis

oldugu sodylenebilir.

Tek bagina ABA uygulamasi kontrole kiyasla Aksel 2000 kok ve Atl1 2002 yaprak harig
diger tim genotiplerin her iki dokusunda H202 miktarinin artmasina neden olmustur.
Verilerimize uygunluk gosteren farkli ¢aligmalarda bugdayda (Kaur et al. 2014) ve
misirda (Zhang et al. 2006; 2007) ABA uygulamas: ile H2O» miktarinda artis
goriilmesinin sebebinin ABA sinyalizasyonu boyunca H>O2’nin downstream sinyal
olarak davranmasi ile agiklamiglardir. Ayrica, Kaur et al. (2014) ABA ile birlikte
kuraklik stresi uygulamasinda bazi genotiplerde H2O: igeriginde artisin olmasinin o
genotipte ABA-bagimli mekanizmanin azligindan kaynaklandigini ileri stirmiislerdir.
Caligmamizda genel olarak ABA ile birlikte uygulanan OSK ve YSK uygulamalari
sonucu H>O: seviyesinde kademeli bir artis goriilmektedir. Baz1 genotiplerde (Aksel
2000 kok, Kirmiz1 Kilgik kok, Kirmizi Kilgik yaprak) ABA+OSK uygulamasinda H20»
miktarinda bir diislis ardindan ABA+YSK uygulamasinda tekrar bir artisin goriilmesi
(Sekil 4.3, Sekil 4.4) strese toleransin kazanilmasi i¢in genotiplerin gegirdigi bir uyum

olarak yorumlanabilir.

Tek basina HA uygulamas: tiim genotiplerde kontrole kiyasla her iki doku tipinde de
H202 miktarinda artisa yol agmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3, Cizelge 4.4, Sekil 4.3).
Garcia et al. (2012) geltik kok ve yapraklarina HA uygulamasinin ROT’lardan 6zellikle

O27ve H20; iiretimini artirdigini belirlemislerdir.

Calismamizda HA ile birlikte uygulanan OSK ve YSK uygulamalarinda her iki doku
tipinde genotiplerin hepsinde strese bagl olarak artig goriilmiistiir (Cizelge 4.3, Sekil
4.3, Cizelge 4.4, Sekil 4.3). Celtikle yapilan bir ¢aligmada (Sheteiwy et al. 2017) ¢inko
oksit nanopartikiilleri ile agir metal stresi uygulamasinda H2O> miktarinin arttig
belirlenmistir. Ayni ¢alismada, APX miktarinin streste oldukga diisiik, ancak stres ile
birlikte HA uygulamasiyla APX miktarinda hizli bir artisin goriilmesi ile baglantili

olarak APX’in stres esnasinda olusan O~ radikallerini molekiiler oksijen ve H>O>’ye
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dontistiirdiigii ileri silirtilmiistiir. H2O2 nin sinyal gorevi listlenerek stres cevap yolagini
aktive ettigi ve strese karsi toleransi artirdigt kaydedilmistir. Calismamizda kuraklik
stresi uygulamalar1 ile birlikte HA uygulanmasinda H20: igeriginin diger tiim
uygulamalardan daha yliksek seviyelerde seyretmesi strese toleransin saglanmasinda

HA’nin H20> igerigini artirarak bunu basardig1 s6ylenebilir.

4.1.3. Total oksidan (TOS) seviyesinin belirlenmesi

Calismadaki tiim uygulamalarin genotiplerin oksidan miktarlarindaki artis veya
azalislar lizerine olan genel etkilerini belirlemek i¢in TOS miktara bakilmistir. Kok
ve yaprakta uygulama ve genotipin ana etkileri ile bunlarin interaksiyon etkisi ¢ok

onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Uygulamalara gore genotiplerin koklerindeki TOS miktarlart (umol/L)

Uygulamalar Genotipler

Aksel 2000 Kirkpmar 79 Ath 2002 Kirmzi Kilgik  Ortalama
Kontrol 8,940 5,923 12,930 10,057 9,463
OSK 10,557 8,910 15,637 11,160 11,566
YSK 13,350 10,190 21,160 19,150 15,963
ABA 7,943 4,270 10,937 8,897 8,012
ABA + OSK 9,557 6,887 13,200 9,187 9,708
ABA + YSK 12,160 8,883 18,190 17,190 14,106
HA 4,533 4,090 9,140 6,910 6,168
HA +OSK 4,960 5,057 12,160 7,653 7,458
HA+YSK 5,943 6,817 17,143 14,193 11,024
Ortalama 8,660 6,781 14,500 11,600 10,385
F Degeri (Uygulama) (U) 38253,6**
F Degeri (Genotip) (G) 98549,1**
F Degeri (U x G) 2411,20**
LSD,05) (U) 0,046
LSD(0,05) (G) 0,030
LSD,05) (UXG) 0,09
VK% 0,54

** cok dnemli (p<0.01)
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Cizelge 4.6. Uygulamalara gore genotiplerin yapraklarindaki TOS miktarlar1 (umol/L)

Uygulamalar Genotipler
Aksel 2000 Kirkpmar 79 Ath 2002 Kirmuz1 Kilggk  Ortalama

Kontrol 9,356 6,590 13,528 10,655 10,032
OSK 11,124 9,157 17,711 14,812 13,201
YSK 15,217 11,220 22,551 22,202 17,797
ABA 8,875 4,582 11,540 9,480 8,619
ABA + OSK 10,190 7,351 15,167 11,160 10,967
ABA +YSK 13,160 9,952 20,177 19,207 15,624
HA 5,225 4,608 10,133 7,374 6,835
HA +OSK 5,045 5,919 14532 8,211 8,427
HA +YSK 6,664 7,042 19,320 15,847 12,218
Ortalama 9,428 7,380 16,073 13,216 11,524

F Degeri (Uygulama) (U)  33782,5**
F Degeri (Genotip) (G) 89652,6**

F Degeri (U x G) 2156,13**
LSD 0,05 (U) 0,055
LSD,05) (G) 0,037
LSD00s) (UXG) 0,011
VK% 0,6

** cok dnemli (p<0,01)

Uygulamalarin ortalamasma goére genotiplerin kdk dokusunda TOS miktar1 6,781-
14,500 umol/L arasinda degiskenlik géstermis ve ortalama 10,385 umol/L olarak tespit
edilmistir. Genotiplerin TOS miktar1 bakimindan siralanisi; Ath 2002>Kirmizi
Kilgik>Aksel 2000>Kirkpmar 79 seklindedir. Uygulamalarin ortalamasina gore hassas
genotiplerin toleranslhi genotiplerden daha yiiksek TOS degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Kokte uygulamanin ana etkisi incelendiginde genotiplerin ortalamasina
gore TOS miktarinin 6,168-15,963 umol/L arasinda degistigi tespit edilmistir. En diisiik
TOS miktar1 HA uygulamasinda (6,168 umol/L), en yiiksek TOS miktar1 ise YSK
(15,963 umol/L) uygulamasinda olmustur. Yaprak dokusuna bakildiginda, genotiplerin
ortalama TOS miktarlar1 7,380-16,073 umol/L arasinda degisiklik gostermis ve
ortalama 11,524 umol/L olarak belirlenmistir. Genotiplerin TOS miktar1 bakimindan
siralamas1t kok dokusu ile ayni olmustur. Genotiplerin ortalamasina gore ise
uygulamalarin TOS miktar1 6,835-17,797 umol/L arasinda degismistir. Kok dokusundan
elde edilen verilerle benzer olarak, en yiiksek TOS miktar1 YSK (17,797 umol/L), en
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diisik TOS miktar1 ise HA (6,835 umol/L) uygulamalarindan elde edilmistir (Cizelge
4.5, Cizelge 4.6).

Calisgmamizda, her iki doku tipinde de genotiplerin TOS miktarlarinin uygulamalara
gore degisim gostermesi genotip x uygulama interaksiyonunun etkisinin Onemli

olmasina neden olmustur (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Kokte genotiplerin kontrol uygulamasinda TOS miktart 5,923 umol/L (Kirkpinar 79)-
12,930 umol/L (Atli 2002) arasinda; yaprakta ise 6,590 umol/L (Kirkpinar 79)- 13,528
umol/L (Atl1 2002) araliginda degistigi belirlenmistir.

TOS miktar1 bakimindan genotiplerin her iki doku tipinde de, kontrole kiyasla OSK ve
YSK uygulamalarinda tiim genotiplerde doz arttikga kademeli bir artis goriilmiistiir.
Hassas ve toleransli genotipler kiyaslandiginda ise, stres uygulamalarinda her iki doku
tipinde de toleransli genotiplerin hassas genotiplere oranla daha diisiik TOS degerlerine
sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Bu durum toleransli genotiplerin stres
sartlarinda sahip olduklar: tolerans mekanizmalar1 sayesinde TOS uygulamalarina karsi
bitkide tolerans mekanizmalarmmi TOS iiretimini minimize etmekte olduklarini
gostermektedir. Cesitli abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde asir1 ROT {iretimini
indiikledigi pek ¢ok ¢alismada belirlenmistir (Zlatev et al. 2006; Dong et al. 2018).
Kuraklik stresinin ROT olusturma mekanizmasi sadece suyun alimimu ile ilgili olarak
degil, stomalar {izerindeki etkisi de géz oniine alinarak aydinlatilmistir. Buna gore, artan
kuraklik stresinde ABA ve diger sinyal diizenleyicilerinin stomalar1 kapatmasi sonucu
fotosentez azalmakta, mezofil hiicrelerindeki CO2 oram1 diismekte ve buna paralel
olarak NADPH: birikimi artmaktadir. Bu durumda, oksijen, tilakoidlerde elektron
tagima zincirinden elektronlarin alternatif bir alicis1 gorev yapmakta ve O2" radikalinin
olusmasina neden olmaktadir (Zlatev et al. 2006). O2" radikali ve indirgenmis {irlinii
olan H202 potansiyel olarak toksik bilesiklerdir. Bu radikallerin ayn1 zamanda Haber-
Weiss reaksiyonu ile birlesmesi sonucunda son derece toksik OHe radikali
olusmaktadir. Boylece kuraklik stresi sonucu olugsan bu ROT’lar lipit peroksidasyonuna,
membran hasarlarina, protein degredasyonlarina, DNA ve RNA’da zincir kiriklarina ve
enzim inaktivasyonlarina yol agmaktadirlar (Sairam et al. 2005; Zlatev et al. 2006).
ROT’larin bu zararl etkileri gbz 6niine alindiginda hassas genotiplerde TOS miktarinin

daha yiiksek, toleransl olanlarda ise daha diisiik ¢ikmasi beklenen bir durumdur.

Ayrica, ¢calismamizda tek basina ABA ve HA uygulamalar1 sonucu elde edilen TOS
miktarlar1 kontrole kiyasla oldukga diisiik ¢ikmistir (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6). Bunun
yanisira, OSK ve YSK uygulamalari ile birlikte uygulanan hem ABA, hem de HA
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uygulamalarinin tiim genotiplerde her iki doku tipinde de TOS miktarinda azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Nitekim disaridan ABA
uygulamasimnin ROT miktarin1 azaltmasi iizerine literatiirde ¢esitli calismalara rastlamak
miimkiindiir. Diisiik sicakliga maruz birakilan kislik bugday genotiplerine disaridan
ABA uygulamasi ile kontrole kiyasla ROT’larda diistis goriilmiistiir (Li et al. 2014).
Kurakliga hassas ve toleransli misir genotiplerine su stresi uygulamasi sonucunda,
stresin ilk giinlerinde disaridan uygulanan ABA’nin sinyal gorevi listlenerek icsel ABA
miktarmi artirdig1 ve bdylece antioksidan enzimlerin aktivitesini indiiklemek amaciyla
ROT’larin artmasina sebep oldugu, ancak stresin 10. giininde ROT’larin tamamen
uzaklastirildigi tespit edilmistir. Ayrica ayni ¢aligmada toleranshi genotipin stresin 10.
giiniinde hassas genotipe kiyasla daha diisilk enzim aktivitesi gosterirken, H20>
miktarinin hassas genotipte olduk¢a fazla miktarda belirlenmistir. Bu durumun, hassas
genotipte oksidatif stres kontroliiniin ¢ok iyi saglanmasindan kaynaklandigi ve bu
nedenle asirt miktarda olusan H>O2’nin hassas genotipte lipit peroksidasyonuna yol
actig1 rapor edilmistir (Correa de souza et al. 2014). Calismamizda hassas genotiplerin
toleransli genotiplere kiyasla TOS miktarinda daha fazla artisin goriilmiis olmast bu

arastirmadaki bulgular ile uyumluluk arz etmektedir.

Diger taraftan, humik maddelerin tuz stresi altinda ki Phaseolus vulgaris’ in kdk ve
yaprak dokularinda ROT’lar1 azalttig1 ve bunu antioksidan enzim aktivitelerini uyararak
yaptigi belirlenmistir (Aydin et al. 2012). Bu durum, HA’nin bitkilerde oksidatif strese
bagl olarak ortaya gikabilen lipid peroksidasyonunun olusumunu onlemek suretiyle
hiicre zarmin yapisint korudugunu isaret etmektedir. Nitekim HA nin strese kars1 TOS
miktarlar1 tizerine benzer iyilestirici etkisi geltikte de tespit edilmistir (Hernandez et al.
2012). Bunun yanisira, HA’nin bitkilere uygulandigi ilk saatlerde ROT diretimini
artirdigina dair metabolik yolaklar arastirilmis olup, bu c¢alismalardan elde edilen
bulgulara gore HA bitkide oksin gibi davranmaktadir. Soyle ki; HA bitkiye koklerden
alinmakta ve tipki oksin gibi hiicredeki hormonal reseptorler tarafindan taninmaktadir
(Nardi et al. 2002). Oksin veya HA verilen bitkide kok biiyiimesi ve sekonder kok
olusumunun tesvik edilmesi bunun en belirgin kamtidir. Ote yandan oksinin bir diger

etkisi, bitkide redoks olaylarmin diizenlemesini saglamasidir. Arabidopsiste yapilan
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transkriptom caligmalar1 oksin sinyalinin ve homeostazinin ROT’lar tarafindan modifiye
edildigini gostermistir (Blomster et al. 2011). Stres savunma mekanizmasinda ROT’lar
protein biyosentezi ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde sekonder mesajc1 olarak
rol alirken, asir1 sentezlenen ROT’larin sitotoksik etki yaptigi bilinmektedir (Jiang and
Zhang 2002). Buradan yola ¢ikarak HA’nin stres tolerans mekanizmasina ROT
seviyesini diisiik miktarlarda artirarak katkida bulundugu bilinse de, ¢alismamizda
bitkilere kuraklik stresi nispeten daha uzun siireli uygulanmis oldugundan HA
uygulanan bitkilerde TOS miktarinin kontrole kiyasla oldukga diisiik seviyelere diigmiis
olmasi HA’nin strese karst koruyucu roliinli, TOS olusumunu sinirlayarak

gerceklestirdigi sdylenebilir.

4.1.4. Total antioksidan (TAS) seviyesinin belirlenmesi

Calismada uygulamalarin genotiplerdeki antioksidan miktarlarina olan etkilerini
belirlemek i¢in TAS miktarlari da analiz edilmistir. Her iki doku tipinde TAS miktar
lizerine uygulama ve genotipin ana etkileri ile bunlarin interaksiyon etkilerinin ¢ok

onemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. Uygulamalara gore genotiplerin koklerindeki TAS miktarlart (mmol/L)

Uygulamalar Genotipler

Aksel 2000 Kirkpmar 79  Ath 2002  Kirmuzi Kilgagk ~ Ortalama
Kontrol 0,594 0,384 0,377 0,694 0,512
OSK 0,314 0,394 0,495 1,046 0,562
YSK 0,336 0,309 0,465 0,880 0,497
ABA 0,696 0,612 0,584 0,785 0,669
ABA + OSK 0,594 0,499 0,882 1,126 0,775
ABA + YSK 0,496 0,389 0,791 0,994 0,667
HA 0,701 0,782 0,815 0,919 0,804
HA + OSK 0,794 0,578 0,985 1,292 0,912
HA + YSK 0,683 0,454 1,006 1,105 0,812
Ortalama 0,579 0,489 0,711 0,982 0,690
F Degeri (Uygulama) (U) 11810,3**
F Degeri (Genotip) (G) 57583,0**
F Degeri (U x G) 2475,16**
LSD(o.05) (U) 0,004
LSD(o.05) (G) 0,003
LSD(o,05) (UXG) 0,001
VK% 0,674

**cok 6nemli (p<0,01)
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Cizelge 4.8. Uygulamalara gore genotiplerin yapraklarindaki TAS miktarlar1 (mmol/L)

Uygulamalar Genotipler

Aksel 2000  Kiarkpmar 79 Ath 2002 Kirmuzi Kilgik Ortalama
Kontrol 0,619 0,442 0,410 0,811 0,570
OSK 0,346 0,471 0,588 1,342 0,687
YSK 0,387 0,374 0,547 0,989 0,574
ABA 0,720 0,694 0,692 0,858 0,741
ABA + OSK 0,692 0,587 0,992 1,461 0,933
ABA + YSK 0,555 0,459 0,892 1,094 0,750
HA 0,722 0,837 0,906 1,063 0,882
HA + OSK 0,843 0,624 1,038 1,518 1,006
HA + YSK 0,717 0,499 1,202 1,258 0,919
Ortalama 0,622 0,554 0,807 1,155 0,785
F Degeri (Uygulama) (U) 7250,10**
F Degeri (Genotip) (G) 46896,8**
F Degeri (U x G) 1941,18**
LSD(o,05) (U) 0,005
LSD0,05) (G) 0,003
LSD,05 (UXG) 0,001
VK% 0,823

** cok onemli (p<0,01)

Uygulamalarin ortalamasina gore, genotiplerin kdk dokusundaki TAS miktar1 0,489-
0,982 mmol/Larasinda degiskenlik gostermis, ortalama ise 0,690 mmol/L olarak
belirlenmistir. Genotiplerin TAS miktarina gore siralanisi; Kirmizi  Kilgik>Ath
2002>Aksel 2000>Kirkpinar 79 seklinde olmustur. Uygulamalarin ortalamasina gére
hassas genotiplerin toleransli genotiplere kiyasla daha yiiksek TAS miktarina sahip
oldugu belirlenmistir. Kurakliga toleransli genotipler kuraklik stresi altinda sadece
metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmek igin yeterli suyu biinyelerinde tutma
egiliminde olmayip ayn1 zamanda bahsedilen oksidatif hasarlardan kendilerini korumak
icin oldukc¢a gelistirilmis bir antioksidan mekanizmaya sahiplerdir (Ren et al. 2016).
Dolayisiyla, ¢alismamizda toleransli genotiplerde stresin uygulandigr ilk anlarda TAS
miktarlarinin fazla olup, ilerleyen giinlerde (7 giin) TAS miktarlarini azalttiklari, hassas

genotiplerin ise hayatta kalabilmek i¢in TAS miktarlarin1 koruduklart séylenebilir.
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Genotiplerin ortalamasina gére uygulamanin ana etkisi kok dokusunda incelendiginde
uygulamalarin TAS miktarinin 0,497-0,912 mmol/L arasinda degiskenlik gosterdigi
belirlenmistir. En diisiik TAS miktar1 (0,497 mmol/L) YSK uygulamasinda, en yiiksek
TAS miktar ise (0,912 mmol/L) HA+OSK uygulamasinda elde edilmistir (Cizelge 4.7
ve Cizelge 4.8).

Uygulamalarin ortalamasina gore, genotiplerin yaprak dokusundaki TAS miktarlari ise
0,554-1,155 mmol/L arasinda belirlenmis ve genotiplerin siralamasinin kok dokusu ile
ayn1 oldugu tespit edilmistir. Buna gore, en yiiksek TAS degeri (1,155 mmol/L) Kirmizi
Kilgik genotipinde en diisiik TAS degeri (0,554 mmol/L) ise Kirkpiar 79 genotipinde
olmus ve ortalama 0,785 mmol/L olarak belirlenmistir. Genotiplerin ortalamasina gore
yaprakta uygulamalarin TAS miktarlart 0,570-1,006 mmol/L arasinda olup, kok
dokusundan farkli olarak en yiikksek TAS miktart (1,006 mmol/L) HA+OSK
uygulamasindan, en diisiik TAS miktart (0,570 mmol/L) ise kontrol uygulamasindan
elde edilmistir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.8).

Diger parametrelerde oldugu gibi genotiplerin TAS miktar1 uygulamalar arasinda
farklilik gostermistir. Bunun sonucu olarak TAS miktar1 {izerine genotip x uygulama

interaksiyon etkisinin ¢ok énemli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Uygulamalara gore genotiplerin koklerindeki TAS miktarlari (mmol/L)
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Sekil 4.8. Uygulamalara gore genotiplerin yapraklarindaki TAS miktarlart (mmol/L)

Calismada, uygulamalara gore genotiplerin TAS miktar1 incelendiginde her iki doku
tipinde de kontrole kiyasla OSK uygulamasinda Aksel 2000 toleransli genotipinde
azalma, diger 3 genotipte artis; YSK uygulamasinda ise toleransli genotiplerde azalma,
hassas genotiplerde ise artis tespit edilmistir. Bunun yanisira, stres dozu arttikca hem
kok hem de yaprakta TAS miktarinda sadece Aksel 2000 toleransh genotipinde bir artig
belirlenirken, diger 3 genotipte ise doz arttikca TAS miktar1 da azalmistir (Cizelge 4.7,
Cizelge 4.8). Guo et al. (2006), kurakliga ve soguga maruz birakilan toleransli ve hassas
celtik genotiplerinde stresin uygulandig ilk 3 giin icerisinde toleransli genotipte hassas
genotipe kiyasla SOD, CAT, APX antioksidan enzimlerinde oldukga yiiksek bir artisin
gorildiiglinii ancak stres siiresi 5 giine ulastiginda her iki genotipte de enzim
aktivitesinde azalisin oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda, toleransli oldugu bilinen
Aksel 2000 genotipinin OSK uygulamasinda TAS miktarin1 azaltip, daha siddetli olan
YSK uygulamasinda ise TAS miktarini artirmasinin, strese karsi gelistirilen bir tolerans
mekanizmast oldugu diisiiniilebilir. Ayrica “H202 analizleri”nde Aksel 2000 toleransl
genotipinin YSK sartlarinda her iki doku tipinde de diger genotiplere kiyasla en yiiksek
H202 miktarma ulastigi ve bu durumun H202’nin hem hasar sinyalcisi roliiniin
olmasindan, hemde temel diizenleyici islevlerde gorev almasindan dolay: da strese kars1

tolerans1 giiglendirme fonksiyonu oldugundan bahsedilmistir. Aksel 2000 genotipinin
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YSK sartlarinda H,O2 miktarinin bu kadar yiiksek olmasinin nedeni, H.O2’ye yiiksek
derecede afinitesi oldugu bilinen POX enziminin miktarinin fazlaligindan kaynakli
olabilir. Ciinkii bu enzim, NADPH gibi molekiillerin oksidasyonu yoluyla H2O>
tiretimine katki saglamaktadir (Ranieri et al. 2005). Nitekim hiicredeki yerine gore ve
etki ettigi ROT tiirine gore antioksidanlarin her birinin miktar1 degiskenlik
gosterebilmektedir. Bu antioksidanlardan, SOD’lar, organellerde ve sitosolda O2°
radikalinin H>O2’ye donilisiimiinii katalize eden bir enzim ailesi iken, CAT’lar
fotorespirasyonda iiretilen H2O2’yi peroksizomlardan uzaklastirmada rol oynamakta,
POX’lar ise vakuollerde yer alan ve genis bir ROT yelpazesine etki eden antioksidan
gesitlerindendir. Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlardan olan askorbat ve glutatyon
ise dokularda milimolar konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Noctor and Foyer 1998).
Askorbat, direkt olarak OHe , 02" ve 'O radikalleriyle tepkimeye giren askorbat-
glutatyon yolagindaki sekonder antioksidandir. Glutatyon ise askorbat-glutatyon
yolaginda askorbatin indirgenmis formda tutulmasini saglayan bir antioksidandir
(Noctor and Foyer 1998). Zhang et al. (2004) kurakliga toleransli bugday genotipinde
hassas genotipe kiyasla orta siddette kurakligin Mn-SOD-1, Mn-SOD-2 and Fe-SOD
aktivitelerinde artisa sebep oldugunu belirtirken, Simova Stoilova et al. (2008), su
stresine maruz birakilan kislik bugday cesitlerinde stresin uygulandigi ilk anlarda SOD
ve CAT miktarinda az miktarda artigin goriildiiglinii, GPX miktarinda ise daha fazla

artisin oldugunu belirlemislerdir.

Calismada 1yilestirici olarak kullanilan ABA ve HA’nin etkileri incelendiginde tek
basina ABA ve HA uygulamalarinin her iki doku tipinde de kontrole kiyasla tiim
genotiplerde TAS miktarinda artisa neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
Hem ABA hem de HA nin bitkilerde hiicre sinyali ve hormonal kontrollerle ilgili olarak
redoks homeostazini sagladigi bilinmektedir (Berbara and Garcia 2014). Nitekim Jiang
and Zhang (2002), disaridan uygulanan diisiik konsantrasyondaki (100 uM) ABA’nin
misirda SOD, CAT, APX, GR aktivitelerini stimiile ettigini bildirmislerdir.

Diger taraftan, OSK ve YSK uygulamalari ile birlikte uygulanan ABA ve HA’nin tiim
genotiplerde her iki doku tipinde de tek basina OSK ve YSK uygulamalarina kiyasla
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TAS miktarinda artisa neden olduklart belirlenmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8). ABA,
oksidatif stresin bagladig ilk anlarda ROT iiretimini tetikleyerek antioksidan genlerin
ekspresyonlarini indiiklemekte ve antioksidan savunma mekanizmasini giiclendirmeye
yardimc1 olmaktadir (Zhang et al. 2006). Yine, disiik sicaklikta ABA’nin bugday
genotiplerinde SOD, POD ve CAT aktivitelerinde artisa sebep oldugu tespit edilmistir
(Li et al. 2014). Hu et al. (2005), ABA’nin ROT olusumunu indiikleyerek hiicrenin her
bolgesinde koordineli olarak TAS aktivitesini artirdigindan bahsetmistir. Bunun
yanisira, yapilan ¢alismalarda (Tahir et al. 2011; Cordeiro et al. 2011; Garcia et al.
2012; 2016) PEG aracili ozmotik ve su stresi altinda ¢eltik ve misir bitkilerinde SOD ve
POX antioksidan enzimlerinin artisinin HA uygulamasina bagl olarak arttig1 ve HA’nin
Koruyucu roliiniin oldugu tespit edilmistir. Yine, kadmiyum stresi altinda bugdayda,
HA’nin SOD ve CAT miktarinda artisa sebep oldugu belirlenmistir (Ozfidan Konakci et
al. 2018).

4.2. gPCR Analizleri

4.2.1. TaSRG, TaCP, Sall, Eral ve TdPIP1 genlerinin ifade analizleri

Bugday genotiplerine yapilan uygulamalar sonucunda kok ve yapraklardan elde edilen

TaSRG, TaCP, Sall, Eral ve TdPIP1 gen ifade sonuglar1 asagida aciklanmistir.

TaSRG geni mRNA ifade analiz sonuglarina gore her iki doku tipinde de OSK ve YSK
uygulamalarinda ifade oraninda artis meydana gelmistir. Kok dokusunda yaprak
dokusuna kiyasla, toleransli genotiplerde hassas genotiplere kiyasla daha ytiksek ifade
oranlar1 belirlenmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Calismamizda elde edilen bulgulara
benzer olarak, Rana et al. (2015) tuzluluga toleransli ve hassas bugday genotiplerinde,
NaCl ve CaCl: ile olusturulan tuz stresinde toleransli genotipin TaSRG ifade oraninin
hassas genotipe kiyasla daha fazla oldugunu; bu genin ifade oraninin yaprakta koke
kiyasla daha az oldugunu tespit etmislerdir. Yine bu bulgularimiza benzer olarak
Xiaoliang et al. (2011), tuzluluga toleranslh transgenik ¢eltik ve Arabidopsis bitkilerinin

TaSRG gen ifade oran1 hassas genotiplere kiyasla daha yiiksek oldugunu
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belirlemislerdir. Tuz stresi altinda TaSRG geninin upregiile oldugu Arabidopsis’te Na2*
oraninin diisiik, K*/Na?* oraninin ise oldukca yiiksek oldugu, ancak mutant tipte
K*/Na?* oranmnin diisiik oldugu belirlenmis ve tuz toleransinin saglanmasinda bu
iyonlarin miktarin1 dengeleyerek gorev yaptigi bildirilmistir (Armengaud et al. 2004).
Yine, TaSRG geninin asir1 ifade edildigi Arabidopsis’te prolin miktarinin asirt bir
sekilde artig gosterirken, mutant tipte prolin seviyesinde herhangi bir degisime
rastlanilmamustir (Armengaud et al. 2004). Bu da, TaSRG geninin iyon dengesindeki bu
gorevinin yanisira bir osmoregiilator olan prolin miktarinada etki ederek ozmotik strese

toleransta etkili oldugunu isaret etmektedir.

Kuraklik stresi, bitkilerde diger tiim stres faktorleri ile stres mekanizma yolaklar ortak
olan bir stres cesididir. Kuraklik ve tuz stresi arasindaki ortak etki kuraklik stresi
olusturmada kullanilan PEG gibi osmotik ajanlarin, tuz stresi ile ayn1 osmotik basinci
olusturmasindan kaynaklanmaktadir (Yeo et al. 1991). Dolayisiyla tuza yanit geni
olarak bilinen ve normalde tuz stresi ile ifade diizeyi degismesi beklenen TaSRG
geninin, bu ¢alismada kuraklik stresi ile de up-regiile olmasi her iki stres ¢esidinin
benzer stres yolaklarini kullandiklarinin gostergesidir. Nitekim tuz stresinin yanisira,
kuraklik, soguk, sicak, agir metal ve ABA’ya karst bu genin ifadesinin arttig1 yapilan
caligmalarda tespit edilmistir (He et al. 2011; Ergun et al. 2014).

Caligmamizda, tek basina ABA uygulamasinin her iki doku tipinde de TaSRG geninin
olduke¢a yiiksek degerlerde upregiile olmasina neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9,
Sekil 4.10). Bu bulgumuza benzer olarak He et al. (2011), tuza toleransli mutant
RH8706-49 bugday genotipinin kok ve yapraklarina uyguladiklart ABA’nin 6zellikle
uygulamanin ilk saatlerinde TaSRG geninin olduk¢a yiiksek seviyelerde upregiile
olmasina, ilerleyen saatlerde ise gen ifade oraninda kademeli bir diislis olmasina ragmen

yine de genin yiiksek bir degerde ifade olmasina yol agtigini belirlemislerdir.

Bunun yanisira aragtirmamizda, OSK ve YSK sartlarinda uygulanan ABA, TaSRG
MRNA transkript birikiminin her iki doku tipinde de tek basina stres uygulamalarina

kiyasla daha yiiksek olmasina sebep olmustur (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Stres esnasinda
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bitki dokularin1 aklimasyona yonlendirmek icin sinyal gorevi iistlenen ABA seviyesinin
arttig1 ve disaridan uygulanan ABA’nin i¢sel ABA seviyesini daha fazla artirarak strese
kars1 daha giiglii bir aklimasyon saglandigi bilinmektedir (Nemoto and Sasakuma 2002).
Kuraklik stresi boyunca kuraklik stresi ile ilgili pek ¢ok gen indiiklenmektedir. Cogunun
ABA’ya duyarli oldugu bilinen bu genler iki onemli ozellige sahiptir. Birincisi,
promotorlerinde korunmus ABA-duyarli elementler (ABRE'ler) igerirler (Hattori et al.
1995; Shen et al. 1996). ABRE'ler, EmBP-1 (Guiltinan et al. 1990), TAF-1 (Oeda et al.
1991), ABF'ler (Choi et al. 2000) ve bZIP gibi transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgeleridir. ikinci olarak, ABRE'erin islevsel olabilmeleri igin bazi baglanti
elementleri (coupling elements/ CE'ler) ile birlikte olmasi gerekir (Shen et al. 1996;
Shen and Ho 1997). CE'lerin sekans spesifitesi ABRE'lerden daha diisiik olabilir.
Ayrica, ABRE'lerin kendileri ve dehidrasyona-duyarli element (DRE) gibi diger
fonksiyonel elemanlar da CE'ler olarak islev gorebilir (Guiltinan et al. 1990; Hobo et al.
1999; Narusaka et al. 2003). Narusaka et al. (2003), Arabidopsis rd29A genininde
yaptig1 cis element analizinde dehidrasyon stresinde DRE’nin baglanti elementinin
ABRE oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz cis element analizinde TaSRG geninin
promotor bolgesinde ABRE, ABRE3a ve ABRE4 olmak tizere ABA ile ilgili 3 element,
kuraklikla ilgili olarak DRE core ve DRE1 elementleri belirlenmistir (Ek 1). Son
zamanlarda kesfedilen transkripsiyon faktorlerinden biri olan TaSRG’nin ABA-bagimh
ya da ABA-bagimsiz yolaklardan hangisini kullandigi iizerine mekanizmasit daha
onceden tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, yaptigimiz calismada disaridan ABA
uygulamasi ile bu genin ekspresyonunun artmasinin ABRE elementlerinin varligindan
kaynaklanmig olabilecegi sOylenebilir. Nitekim Nemoto and Sasakuma (2002), tuz
stresinin ve ABA’nin WESR genlerinin ifadesi lizerine olan etkilerini arastirdiklar
caligmalarinda  WESR1 ve WESR2 genlerinin ifadelerinin hem tuz hem ABA
uygulamasi ile arttigimi belirleyerek bu genlerin promotér bolgelerinde hem ABRE
elementinin hem de osmotik strese cevap elementinin oldugunu, WESR3 geninin
ifadesinin ise sadece ABA uygulamas: ile arttigini1 tespit ederek bu genin promotdr
bolgesinde ise sadece ABRE elementinin oldugunu belirlemislerdir. Bdylece bu
genlerin aktivasyonunun tek bir faktor tarafindan degil, pek¢ok faktor tarafindan kontrol

edildigini bildirmislerdir.



75

Arastirmamizda, tim genotiplerde ABA+OSK ve ABA+YSK uygulamalarinda elde
edilen gen ifade oranlar1 tek basina ABA uygulamasina kiyasla, kokte tiim genotiplerde,
yaprakta ise sadece hassas genotiplerde belirgin oranlarda daha yiiksek g¢ikmustir.
Toleranslh genotiplerin yaprak dokularinda ise tek basina ABA uygulamasi, ABA+OSK
uygulamasina nazaran daha yliksek gen ifade oranina sahip olmustur (Sekil 4.9, Sekil
4.10). Bunun nedeni, ABA’nin stres esnasinda yapraklardaki fonksiyonunun daha fazla
olmasindan dolay1 toleransli genotiplerde strese karsi koruma amagli TaSRG geninin

ifadesinin daha fazla artmasina yol agmas1 olabilir.

Calismamizda, tek basina HA uygulamasinda hem kok hem de yaprakta TaSRG gen
ifadesinin oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir. HA ile ABA uygulamalarinin TaSRG
geninin ifade seviyesine olan etkisi kiyaslanacak olursa kok dokusunda HA uygulamasi
toleransli genotiplerde ABA’ya goére daha yiiksek ifade oranina, yaprak dokusunda ise
tim genotiplerde ABA’dan daha diisiik gen ifade oranlarmma sahip olmasina neden
olmustur (Sekil 4.9, Sekil 4.10). HA’nin sinyal, mineral alimi, abiyotik stres toleransi,
agir metal genotoksisitesinin azaltilmasi, mikrobiyal aktivite, tasinim gibi pek cok
stirecte fizyolojik aktivitesinin oldugu bilinmekle birlikte, molekiiler aktivitesi iizerine
cok fazla calisma yapilmamistir. Dolayisiyla HA’nin genler {izerinde nasil bir etkiye
sahip oldugu iizerine ¢ok az literatiir bilgisi mevcuttur. HA’nin TaSRG gen ifadesini
artirmas1 hormon benzeri aktivite gostererek sinyal gorevi yapmasi ile agiklanabilir. Bu
fonksiyonunu ozellikle koklerde plazma membraninda H*-ATPaz aktivasyonunu
saglayarak oksin ve NO bagimli yolaklarinin aktiflesmesine yol agmaktadir. Ramos et
al. (2015), HA’'nin bu yolaklarin aktive edilmesinde kalsiyum-bagimli protein
fosforilasyonu yoluyla posttranskripsiyonel diizeyde ekspresyonunu sagladigini
belirlemislerdir. Ayrica, OSK ve YSK sartlarinda uygulanan HA uygulamasinin tim
genotiplerde her iki doku tipinde de, diger uygulamalardan oldukga yiiksek TaSRG gen
ifadesinin meydana gelmesine neden olmustur (Sekil 4.9, Sekil 4.10).
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TaCP geni ifade analiz sonuclarina gore, kok ve yaprakta tiim genotiplerde OSK ve
YSK uygulamalarinda TaCP geninin upregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11, Sekil
4.12). Calismamiza benzer olarak, Simova Stoilova et al. (2010), sistein proteazlari
kodlayan TaCP geninin proteolitik aktivitesinin bugdayda su stresi altinda arttigini
tespit etmislerdir. Sistein proteaz enzimi oksidatif strese yanit olarak aktivitesi artmakta
ve oksidatif stres kosullar1 altinda hiicre metabolizmasinin korunmasinda rol
oynamaktadir (Masatoshi et al. 2007). Bitkilerin kuraklik stresine karsi gelistirdigi
tolerans mekanizmalarindan biri de, proteaz enzim aktivitesi ile proteoliz olayini
gerceklestirmesidir. Proteoliz olay1 bitki ¢ogalmasinda protein doniisiimlerine yol agan
kisa Omiirlii fonksiyonel ya da yararli proteinlerin par¢alanmasi olayidir. Genellikle
vakuollerde gergeklesen bu olay sitosolde ve niikleusta da goriilebilir. Proteazlar iginde
en iyi karakterize edileni endoproteaz sinifinda yer alan ve aktif bolgesinde sistein
bulunan sistein proteazdir. Abiyotik stres faktorleri ile meydana gelen ROT’lar bitkiyi
erken senesense zorlamakta ve protein denatiirasyonuna neden olmaktadir. Strese bagl
olarak aktivitesi artan sistein proteazlari, stres sartlarinda olusan bu denatiire proteinleri
degredasyona ugratarak veya protein dongiisiinii  artirarak  metabolizmay1
yonlendirmektedir (Grudkowska and Zagdanska 2004; Kidri¢ et al. 2014). Sistein
proteazlarin DNA replikasyou, transkripsiyonu, gen ekspresyonu, nekroz, otoliz,
apoptozis, bliylime ve gelisme ayrica biyotik ve abiyotik strese cevap gibi pek ¢ok
metabolik olayda rolii bulunmaktadir. Ancak stres mekanizmasinda sistein proteazlarin
aktivitesi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Botha et al. 2017). Bunun yanisira,
stres kosullar1 altinda denatiire olmus proteinlerin bozulmasiyla elde edilen amino
asitlerin, yeni proteinlerin sentezi i¢in kullanilabilecegi ve bdylece zararli cevresel
faktorlerin neden oldugu geri doniisiimsiiz hasarin Onlenebilecegi One stiriilmiistiir
(Callis 1995). Bu nedenle, abiyotik stres boyunca proteinaz aktivitesindeki artis, bitkiler
icin faydali1 olarak kabul edilebilir.

Calismamizda hem kok hem de yaprak dokusunda toleransh genotiplerde OSK ve YSK
uygulamalarinda belirlenen TaCP gen ifade oranlarinin hassas genotiplere kiyasla
oldukca diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11, Sekil 4.12). Benzer sekilde, Hieng et
al. (2004), kurakliga hassas Phaseolus vulgaris L. genotipinde proteinaz enzim
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aktivitesindeki artigin daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Gerek bu g¢alismadan ve
gerekse bizim caligmamizdan elde edilen bu bulgulardan hareketle, proteinaz enzim
aktivitesindeki artisin hassas genotiplerde daha fazla olusunun, strese dayaniklilik
saglandigimin bir isareti olarak degil de, hassas genotiplerde bitkiyi 6liime gotiiren
senesens olaylarinin hizlandigini, oysa direngli genotiplerde, bu enzimin aktivitesi
sonucu normal sartlarda biiyiime ve gelisme icin gerekli olan proteinlerin en azindan bir
kisminin, stres sartlarina mukavemet i¢in gerekli olan proteinlerin sentezlenebilmesi

icin yapitasi olarak kullanilmasi amaciyla aminoasitlere par¢alandigini diisiinmekteyiz.

Arastirmada, tek basina ABA uygulamasinin TaCP geninin mRNA ifadesine olan etkisi
incelendiginde, her iki doku tipinde 6zellikle kok dokusunda hassas genotiplerde TaCP
geninin daha fazla upregiile olmasina neden oldugu goriilmiistiir. Yaprak dokusunda ise
ABA uygulamasinin toleransli genotiplerde bu genin transkript seviyesinin diigmesine
neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11, Sekil 4.12). Fukayama et al. (2010), ¢eltik
yapraklarinda ABA’nin proteaz enzim aktivitesini artirdigini bildirmistir. Poret et al.
(2017), Brassica napus’ta senesens siiresince protein degredasyonunun artmasinda
ABA’nin tegvik edici roliiniin oldugunu belirtirken, disaridan uygulanan ABA’nin igsel
ABA seviyesini artirarak Ozellikle sistein proteinaz aktivitesini  artirdigim
belirlemislerdir. Bunun yanisira, Zhang et al. (2010) bugdayda PEG6000 ile olusturulan
kuraklik stresinde ABA uygulamasina karst TaCP geninin ¢ok yavas cevap verdigini

tespit etmislerdir.

Ayrica OSK ve YSK sartlarinda ABA uygulamasinin TaCP geninin ifade oranlarinin
her iki doku tipinde de tek basina OSK ve YSK uygulamalarina kiyasla oldukga
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Yaptigimiz cis element analizinde TaCP geninin
promotor bolgesinde yer alan ABRE elementi ile giberrellin cevap elementinin (P-
BOX) varligi bu genin ifadesinin ABA ve giberelline bagli olabilecegini gostermistir
(Ek 2). ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz sinyalleme yolaklari arasindaki etkilesimde
bazi genler yer alsa da (Roychoudhury et al. 2013), bu iki yolun kuraklik stresi altindaki
etkilesimleri hala belirsizdir. Liu et al. (2018), ABA bagimli genlerin ABA sinyali ile

ilgili oldugunu, ABA bagimsiz genlerin ise jasmonik asit ve/veya giberellin ile
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baglantilt oldugunu hormonlarin etkilesim i¢inde olduklari proteinler ve transkripsiyon
faktorlerinden yola ¢ikarak bildirmislerdir. Ancak ABA’nin hem jasmonik asit hem de
giberellin -bagimli yolaklar ile ortak proteinlere sahip olmasi aslinda ABA bagimli ve
ABA bagimsiz yolagin belirgin farkla ayrilmadigini gostermektedir. Dolayisiyla,
calismamizda ABA’nin TaCP gen ifadesini hem upregiile hem de downregiile etmesi bu
genin ABA ya da giberellin bagimli mekanizmadan hangisini kullandig1 hakkinda net

bir bilgi elde edilememistir.

Arastirmamizda HA uygulamasinin kok dokusunda TaCP geninin 6zellikle toleranslh
genotiplerde diisiik seviyelerde upregiile olmasina neden oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.11). Yaprak dokusunda ise HA uygulamasi toleransli genotiplerde bu genin
downregiile olmasina, hassas genotiplerde ise upregiile olmasina yol agmistir (Sekil
4.12). Diisiik molekiiler agirliga sahip olan humik maddelerin hem konformasyonel
esnekligi, hem de hidrofilik Ozelliginden &tiirii  bitki dokularinda plazma
membranlarinda yer alan proteinlerle etkilesim igerisinde oldugu ve protein sentezine
katkis1 oldugu bilinmekte olup humik maddelerin misirda transkripsiyon ve tranlasyon
inhibitorlerini  aktiflestirerek  protein  sentezini  posttranskripsiyonel  seviyede
diizenledikleri belirlenmistir (Nardi et al. 1996, 2012; Vaccaro et al. 2015). Ayrica, HA
uygulanan misirda protein ekspresyon degisimlerine HA’ nin etkisinin incelendigi bir
calismada (Carletti et al. 2008) pek ¢ok proteinin downregiile oldugu belirlenirken,

HA’nin proteinler iizerindeki etkisi tam olarak agiklanamamistir.



AKSEL 2000

100

TACP KOK

KIRKPINAR 79 ATLI 2002

KIRMIZI KILCIK

B,66

Kontrole karsi Log10 ifade oranlari
S

Sekil 4.11. -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, ABA ve humik asit uygulamalar altindaki genotiplerin koklerindeki TaCP geninin ifade

degisimleri (2-AACt)

1,47

772

11,12

4,62
5,59
4,52
8,05
5,45
5,02
5,7
5,36

,11
B,24

1,948
1,686
2,58
2,78
1,11
1,4
1,48
52
1,24
64
,96

HOSK EYSK HABA EABA+OSK HABA+YSK mHA mHA+OSK W HA+YSK

7,82

14,25

21,6

P,32

14,51

9,14

18



TACP YAPRAK

AKSEL 2000 KIRKPINAR 79 ATLI 2002 KIRMIZI KILCIK
10
- 3
- w
)
c o
e g\ ™
o & i - m ®
Q o ~ o o S
o] - o
g ‘s : I I I . I I )
o c- = 8 3 8 I
- il i ~m=
o ©
p l l 3 l 3 l 2
™ c : °
— g =
= N 2
Q <
© o 3 “
o ™ . oS =
+ S S) @ w
c Q 9 o
(e} ) =) =)
x o
0,1

HOSK HYSK HABA HEABA+OSK HABA+YSK EHA EHA+OSK HHA+YSK

Sekil 4.12. -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, ABA ve humik asit uygulamalar1 altindaki genotiplerin yapraklarindaki TaCP geninin
ifade degisimleri (2-AACt)

8



83

Abiyotik stres mekanizmasinda strese direncin olusturulmasinda negatif diizenleyici
olarak rol alan genlerden biri Sall genidir. Kurakligin yani sira tuz stresinde (Xiong et
al. 2001), kadmiyum stresinde (Xi et al. 2016) ve soguk stresinde (Quintero et al. 1996)
Sall geninin transkripsiyonel ve metabolik yolaklar1 negatif diizenleyerek strese
toleransin saglandigi belirlenmistir. Arastirmamizda, Sall geninin kok dokusunda OSK
ve YSK uygulamalarinda hassas genotiplerin her ikisinde de upregiile, toleransh
genotiplerde ise downregiile oldugu belirlenmistir. Yaprak dokusunda ise sadece hassas
Kirmiz1 Kilgik genotipinde Sall geninin upregiile oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13,
Sekil 4.14).

Frylolarak da adlandirilan Sall geninin iki farkli enzimatik aktiviteye sahip
bifonksiyonel bir enzimi kodladigi bilinmektedir. Bu enzimin aktivitelerinden biri 3’
fosfoadenozin-5’ fosfati (PAP) AMP'ye hidrolize eden niikleotidaz aktivitesidir.
Kloroplast ve mitokondride yer alan PAP’lar kuraklik, 151k gibi abiyotik stres faktorleri
altinda asir1 birikerek hiicrenin farkli kisimlarina tasinmaktadirlar. Niikleusa tasinan
PAP’lar, niikleusta yer alan XRN’lerin  (ekzoriboniikleaz)  aktivitesini
engellemektedirler (Estavillo et al. 2011). RNA metabolizmasina, baz1 sofistike ekzo-
veya endo-riboniikleazlar aracilik etmektedir. XRN’ler 6karyotlarda korunmus bir 5°-3’
ekzoriboniikleaz protein ailesi sinifinda yer almaktadir. Arabidopsis’te 3 farkli XRN
homolugu (XRN2, XRN3 ve XRN4) belirlenmistir. XRN2 ve kismen XRN3 ribozomal
RNA'larin olgunlagsmasinda etkilidirler. Ayrica, XRN3 miRNA’larin 3’ kalintilarinin
giderilmesinde ve mRNA transkripsiyon olaylarinin sona ermesinde rol oynamaktadir.
Buna karsin, XRN4 strese cevapta hedef mRNA'larin miRNA aracigiyla
parcalanmasina yol agmaktadir (Kurihara 2017). Dolayisiyla, normal sartlarda PAP’1n
AMP’ye doniisiimiinii katalizleyen Sall geni, stres sartlarinda downregiile olarak bu
doniistimii gergeklestiremeyerek PAP birikimine neden olmakta ve XRN4’lerin stresle
ilgili bazi genlerin (APX2, ELIP2) ekspresyonunu engellemesini 6nlemektedir. Sall
geninin enzimatik aktivitelerden digeri ise sinyal molekiilii inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3)
iceren inositol polifosfatlarin par¢alanmasini katalizleyen inositol polifosfat 1-fosfataz

aktivitesidir (Chen et al. 2011).
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Gasparic et al. (2013) Arabidopsis’te Sall geninin yoklugunda kurakliga toleransin
arttigin1  belirlemislerdir. Yapti§imiz arastirmada toleransli genotiplerde Sall’in
downregiile olmasi strese tolerans mekanizmasinda genotiplerin korundugunu
gostermektedir. Ancak, kurakliga hassas olan Kirmiz1 Kilgik genotipinde her iki doku
tipinde de Sall geninin upregiile olmasi hassas olan bu genotipin kurakliga tolerans
mekanizmasinda yeterince korunmadiginin gostergesidir. Kurakliga hassas ve toleransh
genotiplerin belirlenmesi sirasinda Kirmizi Kilgik genotipinin en hassas genotip olarak

ortaya ¢ikmasi Sall geninin upregiilasyonu ile agiklanabilir.

Calismamizda, tek basina ABA uygulamast Aksel 2000, Kirkpinar 79 ve Atli 2002
genotiplerinin kok ve yaprak dokularinda Sall geninin yok denecek kadar az bir
degerde downregiile olmasina, Kirmiz1 Kilgik genotipinde ise Sall geninin upregiile
olmasma sebep olmustur (Sekil 4.13). Sall yoksun mutantlari ABA’ya kars1 yiiksek
derecede hassasiyet gostermektedirler (Xiong et al. 2004). Fry1 proteini ABA sinyalinin
negatif diizenleyicisidir. Chen et al. (2011) ABA uygulamasiin Arabidopsis’te Fryl
geninin ifadesinin artmasina sebep oldugunu ve Fryl geninin ABA diizenleyicilerinden
olan ABH1 (ABA hipersensitivity) ile ayn1 metabolik yolagi kullandiklarini
belirlemislerdir. Sall geninin biiyiik ¢cogunlukla ABA-bagimsiz yolagin, kismen de
ABA-bagimli yolagin negatif diizenleyicisi olarak gorev yaptig1 bilinmektedir.
Calisgmamizda kullandigimiz Sall geninin promotdr bolgesinde ABA ile ilgili bir cis
elementinin olmamast bu genin stres mekanizmasinda ABA bagimsiz yolag:

kullandiginin gostergesidir (Ek 3).

Ayrica, aragtirmamizda hem tek basina HA uygulamasinin hem de HA+OSK ve
HA+YSK uygulamalarinin tiim genotiplerde her iki doku tipinde de Sall geninin
downregiile olmasina sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14). Chan et al.
(2016) Sall’in fosfataz aktivitesinin dimerizasyon, intramolekiiler disiilfid olusumu ve
glutatyon mekanizmasiyla baskilanarak, PAP birikiminin indiiklendigi ve plastidlerde
redoksla ilgili niikleer genlerin (PRANGS) ifadesini diizenleyen negatif bir stres sinyali
oldugunu belirlemislerdir. Humik bilesenlerin abiyotik stres sartlari altinda alanin,

prolin, glutatyon gibi organik metabolitlerin igeriklerini yiikselttigi bilinmektedir
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(Akinct 2017). Buna bagl olarak ¢alismamizda, HA uygulamasi ile Sall geninin tiim
genotiplerde downregiile olmasinin nedeninin glutatyon mekanizmasiyla ilgili

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Eral geni kok ve yaprak ifade analiz sonuglarina gore; toleransli genotiplerde OSK ve
YSK uygulamalarinda Eral geninin downregiile oldugu, hassas genotiplerde ise genin
upregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Eral’in fonksiyonunu
kaybetmesiyle Arabidopsis’te su kaybmin azaldigi, biiylime ve gelisme olaylarinda
birtakim degisikliklerin yasandigi (senesensin gecikmesi, apikal ve floram meristemin
degismesi, tohum veriminde azalma) gézlenmistir (Donetta et al. 2000; Yalovsky et al.
2000; Ziegelhoffer et al. 2000). Eral geni ABA’ya duyarliligi azaltan farnesiltransferaz
enziminin B alt tnitesini kodlamaktadir. Eral geni bitkinin ABA’ya duyarliligini
azaltan, ABA’nin negatif diizenleyicisi olarak goérev yapan bir gen olarak bilinmektedir.
Esas olarak bitkilerde protein farnesilasyonu, ABA'ya verilen yanitlarda en fazla kabul
gormektedir, ¢linkii protein farnesilasyonunda olusan bir mutasyona sahip bitkilerin
ABA'ya kars1 yanitinin daha iyi oldugu belirlenmistir (Cutler et al. 1996; Pei et al.
1998; Goritschnig et al. 2008). Eral'in kuraklik toleransi igin biyoteknolojik hedef
olarak yararlilig1 kanola (Wang et al. 2005), bugday (Manmathan et al. 2013) ve soya
fasiilyesi (Ogata et al. 2017) gibi tiirlerde incelenmistir. Kanolada farnesiltransferazin
kuraklik toleransi igin antisense downregiilasyonunu ¢alisan Wang et al. (2005),
transgenik bitkilerin cigeklenme sirasinda meydana gelen su kithiginin neden oldugu
tohum dokmeye daha direngli oldugunu ve farnesiltransferazin antisens
downregiilasyonunun topraktaki mevcut suyun miktarma bagli olan kosullu ve geri

dontisiimlii bir islem oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, tek basina ABA uygulamasinda her iki doku tipinde de toleransl
genotiplerin oldukg¢a yiiksek oranlarda downregiile oldugu belirlenmistir. Nitekim
yaptigimiz cis element analizinde Eral geninin promotor bolgesinde ABRE elementinin
olmasi1 Eral geninin ABA-bagimli mekanizmada yer aldigmin gostergesidir (Ek 4).
ABA kuraklik stresi esnasinda bek¢i hiicrelerinde iyon kanallarini aktive ederek
stomalar1 kapatmaktadir. Eral gen allelinin fonksiyonel kaybi stomalarin kapanmasinda
gorev alan bekgi hiicrelerinin ABA’ya olan duyarliligint artirmaktadir. Arabidopsis’te
Eral mutantlarinin kuraklik stresi altinda daha az solma gosterdigi ve disardan
uygulanan ABA’nin daha siki1 bir stoma kapanmasini sagladigi belirlenmistir (Allen et

al. 2002; Hugouvieux et al. 2002). Wang et al. (2005), Arabidopsis’te Arabidopsis
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farnesiltransferaz geninin (AtFTA veya AtFTB) downregiilasyonunun, hem ABA
duyarliliginin artmasina, hem de kuraklik stres toleransinin artmasina neden oldugu
belirlemislerdir. Diger taraftan arastirmamizda Eral geninin yaprak dokusundaki

downregiilasyonu ABA’nin stomalardaki fonksiyonu ile 6rtiismektedir.

Arastirmamizda, hassas genotiplerde ise ABA uygulamasinda hem kok hem de yaprakta
Eral geninin upregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Eral geni ile ilgili
yapilan literatiir taramalarinda bu genin upregiile olmas1 ile ABA’nin kuraklik stresi
esnasinda stomalarin kapanmasinda gorevini yerine getiremedigi, dolayisiyla stomalarin
acik kalarak kuraklik stresi siiresince transpirasyonla su kaybimin olustugu bilgisine
ulagilmistir. Nitekim hassas genotiplerin kurakliga hassas olmasmin muhtemel nedeni
Eral geninin upregiile olmasina bagli olarak ABA’ya olan ilginin azalmasi ve

transpirasyonla su kaybetmesidir.

Aragtirmamizda tek basina HA ile HA+OSK ve HA+YSK uygulamalariin her iki doku
tipinde de, toleransli genotiplerde Eral geninin downregiile, hassas genotiplerde ise
upregiile olmasina neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Huang et al.
(2013), ABA’nin stres esnasinda stomalar iizerindeki aktivitesinde HA’nin aracilik
ettigi, yani kuraklik stresi ile birlikte daha giiglii bir stoma kapanmasinin gergeklestigini
belirlemislerdir. Arastirmada HA uygulamasinin toleransli genotiplerde Eral geninin
downregiilasyonuna ya da baska bir yolla stomalarin kapanmasina ve transpirasyonla
olusacak su kaybmin engellemesine sebep oldugu sdylenebilir. Nitekim Russel et al.
(2006), Pisum sativum’da stres altinda stomalarin a¢ilip kapanma mekanizmalarinda
HA’larin etkili olmasim1 oksin benzeri bir hormon gibi goérev yapmalarina

baglamiglardir.
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TdPIP1 geni ifade analiz sonuglarina gore; OSK ve YSK uygulamalarinda yaprak
dokusunda tiim genotiplerde TdPIP1 geni upregiile olurken, kdk dokusunda toleransh
genotiplerde TdPIP1 geni upregiile, hassas genotiplerde ise yok denecek kadar az
oranlarda downregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Akuaporinler
membranlardan su ve COg, gliserol gibi kiigiik molekiillerin taginmasini saglayan,
bakterilerden gelismis tiim canlilara kadar var olan integral membran proteinleridir.
Bitkilerde tohum ¢imlenmesi, hiicre boliinmesi, stoma hareketleri, reprodiiktif gelisme
ve strese yanit olusturma gibi bircok siirecte aracilik ettikleri bilinmektedir (Eisenbarth
and Weig 2005; Gao et al. 2010). Amino asit dizi yapisina ve hiicredeki konumuna gore
smiflandirilan ~ akuaporinlerden  biri  olan  PIP’ler transmembran tasginimin
diizenlenmesinden ve  hiicresel 1iyon konsantrasyonunun dengelenmesinden
sorumludurlar (Wang et al. 2018). Calismamiza benzer olarak daha Once yapilan
calismalarda (Guo et al. 2006; Cui et al. 2008; Mahdieh et al. 2008; Peng et al. 2008;
Gao et al. 2010; Sade et al. 2010) kuraklik, tuz, soguk stresi gibi abiyotik stres
faktorlerinin akuaporin genlerinin upregiilasyonuna neden oldugu ve strese toleransin
saglandigi belirlenmistir. PIP’lerin stres mekanizmasinda ROT birikimini engelleyerek
hiicre membranlarinin korunmasim sagladigi diisiiniilmektedir. PIP’ler 6zellikle sinyal
molekiili olarak gorev yapan H>O2 molekiiliiniin normal sartlarda taginmasini
saglarken, stresin olustugu durumlarda miktar1 artan H2O2’nin birikimini engelleyerek
antioksidan enzimlerin artmasini indiiklemektedirler (Tian et al. 2016). Zhou et al.
(2012), TaAQP7 geninin, Wang et al. (2018) ThPIP2;5 geninin kuraklik ve tuz stresinde
upregiile olduklarint ve H2O2 ve MDA miktarlarinin kontole kiyasla azaldigini,
antioksidan enzim miktarlarinin ise arttigini bildirmislerdir. Ancak PIP genlerinin
kuraklik stresindeki rolii heniiz tam olarak aydmlatilamamistir (Zhou et al. 2012).
Bunun yanisira, bitki ¢esidine, doku tipine ve ayni bitkinin farkli genotiplerine gore
kuraklik stresine karsi akuaporin genlerinin up/downregiile olma durumlart farklilik
gostermektedir (Lian et al. 2006). Arabidopsis’te kuraklik stresinde PIP1;5, PIP2;2,
PIP2;3 ve PIP2;6 genleri downregiile olurken (Jang et al. 2004), PIP1;4, PIP2;5
genlerinin ise upregiile oldugu belirlenmistir (Alexendersson et al. 2005). Caligmamizda
kok dokusunda hassas genotiplerin downregiile, toleransli genotiplerin upregiile oldugu

tespit edilmistir.
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Calismamizda, ABA uygulamasi ile ABA+OSK ve ABA+YSK uygulamalarinda yaprak
dokusunda tiim genotiplerde TdPIP1 geninin upregiile oldugu, kok dokusunda ise
toleransli  genotiplerin upregiile, hassas genotiplerin ise downregiile oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Disaridan uygulanan ABA’nin 6zellikle koklerde
su iletkenligini giliglendirdigi ve akuaporinlerin ekspresyonlarini degistirdigi aycicegi,
musir, Arabidopsis, tiitliin gibi bitkilerde kanitlanmistir (Mariaux et al. 1998, Siefritz et
al. 2001). Bu bitkilerde ABA uygulamasina kars1 akuaporin genlerinin up/downregiile
olma durumlari farklilik gostermistir. Genler hem ABA-bagimli hem de ABA-bagimsiz
sinyal yolaklar ile iliskilidir denilebilir. Strese toleransin saglanmasinda ABA’nin
yanisira giberellin, salisislik asit, etilen, metil jasmonat gibi hormonlarinda goérev
yaptiklart bilinmektedir. Hu et al. (2012), titinde ABA’nin TaAQP8 geninin
ekspresyonunu engelledigini, giberellin ve etilenin ise geni indiikledigini
belirlemislerdir. Dolayisiyla akuaporin genlerinin ABA’nin disinda diger hormonlara
bagimli olmasi s6z konusudur. Nitekim, yaptigimiz TdPIP1 geni promotdr analizinde
hem ABRE hem de TGACG/CGTCA-motif (MeJa-bagimli cis element) ve P-Box
(giberellin-bagimli cis element) cis elementlerinin olmasi bu kaniyr dogrular niteliktedir

(EK 5).

Calismamizda tek basima HA uygulamasi ve beraberinde HA+OSK ve HA+YSK
uygulamalarinda her iki doku tipinde de toleransli genotiplerde TdPIP1 geninin
upregiile, hassas genotiplerde ise genin downregiile oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.17,
Sekil 4.18). HA’nin “MDA analizleri” bdlimiinde bahsedilen amfifilik 6zelliginden
dolay1 lipit tabakasinin yapisini, akiskanligini ve hiicre zar1 gecirgenligini degistirdigi
ve MDA miktarin1 6nemli o6l¢iide azalttiindan bahsedilmistir. Ayrica HA’nin
antioksidan enzim aktivitesi tizerindeki etkisi de yadsinamayacak kadar biiyiiktiir.
Dolayisiyla toleransli genotiplerde HA uygulamasinin TdPIP1 geninin upregiile
olmasina sebep olmas1 ROT miktarini azaltip, antioksidan enzim aktivitesini artirarak

stres tolerans mekanizmasina bu sekilde bir katki sagladig: diigiiniilmektedir.
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4.2.2. miR172, miR396, miR397, miR398 ve miR408 hedef genlerinin ifade

analizleri

Bugday genotiplerinde yapilan uygulamalar sonucunda kok ve yapraklardan elde edilen
miR172, miR396, miR397, miR398 ve miR408’in sirasiyla AP2, GRF, lakkaz,
CSD1/CSD2 ve plastosiyanin hedef genlerinin ifade sonuglari asagida belirtilmistir.

miR172’nin hedef geni olan AP2 geninin ifade sonuglarina gore; OSK ve YSK
uygulamalarinda AP2’nin kok dokusunda tiim genotiplerde downregiile, yaprak
dokusunda ise upregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20). Wang et al.
(2013), pamukta tuz ve kuraklik stresinde AP2 geninin stres dozuna ve doku tipine bagl
olarak farklilik gosterdigini bildirmistir. Birden fazla hedef geninin oldugu bilinen
miR172 geni monokotillerde 6zellikle tireme déneminde aktif rol alan Apetala2 (AP2)
geninin translasyonel baskilanmasindan sorumludur (Chen 2004). Kuraklik stresinde
bitkilerin gelistirdigi savunma mekanizmalarindan biri de goévde biiylimesinin ve bitki
gelisiminin baskilanmasidir. Dolayisiyla stres esnasinda ozellikle yaprak ve govde
aksamlarinda miR172 geninin ekspresyon diizeyini artirarak AP2 geninin
baskilanmasini sagladigi boylece strese toleransin kazanildigi diisiiniilmektedir. Ayrica,
MIRNA hedef genlerinin dayanikli ve hassas genotiplerde de farkli diizeylerde ifade
olduguna dair calismalara rastlamak miimkiindiir. Akdogan et al. (2016), AP2’nin
bugdayda kurakliga toleransli genotipte daha fazla, hassas genotipte ise daha az
upregiile oldugunu tespit etmislerdir. Kaur et al. (2017), AP2’nin kurakliga hassas
bugday genotiplerinden birinde upregiile, digerinde downregiile, kurakli§a toleransl
genotiplerin birinde upregiile digerinde downregiile oldugunu belirlemislerdir. miRNA
hedef genlerinin ifadelerindeki bu farkliliklar birkag mekanizmayla agiklamak
miimkiindiir. Birincisi, abiyotik stres komplike bir siirectir ve miRNA’larin yanisira
farkli molekiiler faktorler bu siireci etkilemektedir. Diger ihtimal, korunmus
miRNA’larin hedef genleri ayni tiirlin tiim genotipleri i¢in evrensel olmayabilir. Ya da
hedef gen sadece belirledigimiz miRNA tarafindan degil de farklt miRNA’lar tarafindan
da yonlendirilebilir (Wang et al. 2013).



97

Bunun yanisira, calismamizda ABA uygulamasi her iki doku tipinde de hem toleransh
hem hassas genotiplerde AP2 geninin downregiile olmasina neden olmustur. ABA stres
esnasinda stomalar1 kontrol altinda tutan bir fitohormon olsa da son yapilan
caligmalarda stres esnasinda stomalarin kapanma durumlarinin ABA-bagimsiz
mekanizmalarla siirdiiriilebildigini gostermistir (Abiri et al. 2017). Ancak yaptigimiz
miR172 hedef geni promotor analizinde, ABA ile ilgili bir cis elementi bulunamamistir
(Ek 6). Dolayisiyla, AP2 geninin ABA-bagimsiz mekanizmada kuraklik stresine
tolerans1 sagladig1 diisiiniilmektedir. Hwang et al. (2011), AP2 domaininin RAP2.1
transkripsiyon faktorii igerdigini ve bu transkripsiyon faktoriinin DRE motiflerine
baglandigimi ileri stirmiistiir. Dong et al (2010), Solanum tuberosum’da RAP2.1’in
ekspresyonunun ABA-bagimsiz yolakta kuraklik ve soguk stresinde arttigin
belirlemislerdir. Pandey et al. (2005), AP2 domaininin ABR1 (ABA repressor 1)
proteini tagidigin1 ve ABR1 geninin ABA cevabinin negatif diizenlenmesinden sorumlu
oldugunu bildirmislerdir. Disaridan ABA uygulamasinin ABR1 geninin ekspresyonunu
indiikledigi ve bu genin fonksiyonu geregi ABA’nin islevinin baskilandigini tespit
etmislerdir. Caligmamizda ABA uygulamasinin AP2 geninin downregiile olmasina
neden olarak ABR1 geninin ifade olmasi engellenmis, boylece strese karsi koruma

mekanizmasinda ABA fonksiyonunu siirdiirmiistiir denilebilir.

Arastirmamizda, her iki doku tipinde tiim genotiplerde tek bagina HA uygulamasi AP2
geninin downregiilasyonuna neden olmustur (Sekil 4.19, Sekil 4.20). Stres sartlarinda
HA uygulamasi ile AP2 geninin up/downregiilasyon durumlari dokuya ve genotipe
bagl olarak degiskenlik gostermistir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler yasam
dongiilerini tamamlamak i¢in hizli bir sekilde gelisim siire¢lerini tamamlayarak
kurakliktan kagmaktadirlar. Aragtirmamizda stres altinda HA uygulamasi ile AP2
geninin tiim genotiplerde ve her iki doku tipinde downregiile olmasinin sebebi, HA’nin
stresin ~ genotipler {izerindeki etkisini ortadan kaldirarak kurakliktan kagis
mekanizmasinin indiiklenmesini engellemis olabilir. Bu durumda bitki gelisiminde
ozellikle ¢igeklenmede etkili olan AP2 geninin upregiilasyonunun HA tarafindan

baskilanarak downregiile olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
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miR396 hedef geni olan GRF (Growth regulating factor/Biiyiime diizenleyici faktor)
OSK ve YSK uygulamalarinda kok dokusunda hem toleransli hem hassas genotiplerde
upregiile olurken, yaprak dokusunda toleransli genotiplerde downregiile, hassas
genotiplerde ise upregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22). miR396, bitki
biiylime ve gelismesi iizerine 6zellikle yaprak boyutu ve kalinliginin diizenlenmesinden
sorumlu olan GRF genlerinin ekspresyonunu baskilamak suretiyle gorev yapmaktadir
(Liu et al. 2009). miR396’nin asir1 ifadesinin kuraklik stresinde GRF genlerini
baskilayarak stoma indeksini ve transpirasyon oranimi diisiirdiigii bilinmektedir.
Dolayistyla GRF genlerinin baskilandig bitkilerde transpirasyonla olusan su kaybi daha
az oldugu i¢in bu bitkiler kurakliga daha yiiksek tolerans gostermektedirler (Liu et al.
2009). Nitekim c¢alismamizda OSK ve YSK stres uygulamalarinin toleransh
genotiplerin yapraklarinda GRF geninin downregiilasyonuna sebep olarak strese
toleransin kazanildigi belirlenmistir. Bunun aksine, Kim et al. (2012), Arabidopsis
bitkisinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda GRF7 eksikliginin stres sartlarinda normal
sartlara kiyasla DREB2A transkript seviyeleri lizerinde daha az etkiye sahip oldugunu,
GRF7min stres kosullar1 altinda fonksiyonunun olmadigini belirlemislerdir. Aym
arastirmacilarin yaptig1 farkl bir calismada ise GRF7'nin asir1 ifadesinin, stresli ya da
stressiz sartlar altinda DREB2A ifadesinde anlamli bir fark olusturmadigin1 ve normal
boyutta rozet yapraklar ve kok uzunlugu ile su stresine toleransli bitkilerin olustugunu
tespit etmislerdir. Diger taraftan, Wang et al. (2013) pamukta diisitk dozdaki kuraklik
stresinde GRF geninin downregiile, yiiksek kuraklik dozunda ise upregiile oldugunu

belirlemislerdir.

Calismamizda ABA uygulamasinin ve beraberinde ABA+OSK, ABA+YSK
uygulamalarinin ~ yaprak  dokusunda toleransli  genotiplerde = GRF  geninin
downregiilasyonuna, hassas genotiplerde ise diisik sayilabilecek oranlarda
upregiilasyonuna, kok dokusunda ise hem toleransli hem hassas genotiplerde
upregiilasyonuna sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21 Sekil 4.22). Arabidopsis’te
GRF7 geninin aktivitesi iizerine ABA’nin etkisinin incelendigi bir ¢alismada GRF
geninin ABA uygulamasinda downregiile oldugu, ayrica GRF geninin ABA’ya ve

kurakliga yanit genlerinin baskilanmasina neden oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz GRF
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geni promotor bolge analizinde 3 farkli ABA cis elementinin olmas1 (ABRE, ABRE3a,
ABRE4) GRF geninin ABA-bagimli mekanizmada diizenlendiginin gostergesidir.
Ancak hassas genotiplerde hem kok hem yaprak dokusunda ABA uygulamasi ile GRF
geninin diisiik oranlarda degisim gdstermesi ABA’nin disinda farklt hormonlarin ya da
biiyiime diizenleyicilerinin bu genin ifadesinde roliiniin olabilecegini gostermektedir.
Nitekim GRF geni cis element analizinde ABA’nin yanisira giberellin (GARE-motif, P-
Box), MeJa (CGTCA- motif, TGACG-motif) ve oksin (TGA-Box, TGA-element)
hormonlarina ait elementlerin de bulunmasi1 GRF geninin stres mekanizmasinda bu

hormonlarla iligkisi olabilecegini diisiindiirmektedir (EK 7).

Arastirmada, HA uygulamasi ve HA+OSK ile HA+YSK uygulamalar1t GRF geninin kdk
dokusunda toleransli genotiplerde oldukga yiiksek degerlerde upregiile olmasina neden
olurken, hassas genotiplerde bu oran biraz daha diisiik olmustur. Yaprak dokusunda ise
toleransli genotiplerde HA uygulamast GRF geninin downregiilasyonuna, hassas
genotiplerde ise upregiilasyonuna neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22).
Humik bilesenlerin stres esnasinda koklerden gdvde ve yapraklara kadar olan su
iletkenliginin saglanmasinda ABA, NO, IAA gibi hormonlarin etkisini artirarak su
alinimin1  artirdign  bilinmektedir (Olaetxea et al. 2015). Arastirmamizda HA
uygulamasinin ABA uygulamasinda oldugu gibi GRF geninin up/downregiilasyonuna
neden olmasit HA nin bir sinyal molekiilii olarak diger sinyal faktorlerine etki ederek

GRF geninin diizenlenmesinde goérev aldig: diistiniilmektedir.
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miR397 hedef geni olan lakkaz geni ifade analiz sonuglarina gore kok dokusunda tiim
genotiplerde uygulamalarin tamaminda lakkaz geninin upregiile oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.23). Lakkaz enziminin 6zellikle bugday, arpa, ¢eltik gibi tarim triinlerinde
verimin artmasina yonelik katkisi oldugu, ayni zamanda abiyotik ve biyotik stres
sartlarinda strese tolerans mekanizmasinda rol aldig1 bilinmektedir (Zhang et al. 2013).
Arastirmamizda, her iki stres dozunda da kuraklik stresinin siddetiyle dogru orantili
olarak ilgili genin ifade seviyesinin arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.23). Lakkaz enziminin
biyokimyasal fonksiyonlar1 g6z Oniine alindiginda; birincisi bitki dokularinda
monolignollerin lignine doniisimiinii katalizleyen bir peroksidaz ve bakir oksidaz
enzimi olmasidir (Berthet et al. 2012). Lignin fenilpropanoid bileseklerin ¢ok dalli bir
polimeri olup ksilemlere su tasimada gorevli olan hiicre duvarinin bir pargasidir.
Bitkiler, farkli streslere maruz kaldiklarinda lignin kompozisyonu ve igerigi
degismektedir (Moura et al. 2010). Fan et al. (2006) misir bitkisinin koklerinin su stresi
altindaki bazal kisminin, apikal bolgeye gore biiylimede daha biiyiik bir azalma
gosterdigini ve bunun nedenin bazal bolgede hiicre duvari uzayabilirligini ve hiicre
duvart genislemesini azaltan sertlestirilmis lignin birikimi ile ilgili oldugunu
bildirmiglerdir. Bu bazal bolgedeki biiylimedeki azalmanin en ug¢ apikal kisimda geng
hiicrelerin minimum biiylimesini ve hayatta kalmasin1 saglamak igin gerekli faktorler
olan su, mineral ve sekerlerin bulunabilirligini artirabilecegini ve rehidrasyon sonrasi
yeniden bliylimeyi kolaylastiracagini  bildirmislerdir. Lakkaz enziminin Onemli
fonksiyonlarindan bir digeri de flavonoid oksidasyonunu katalizleyen ana enzimlerden
biri olmasidir. Flavonoidler, reaktif oksijen tiirleri (ROT) gibi serbest radikallerin
temizleyicileri olarak hareket ederler (Pourcel et al. 2007). Bu yoniiyle de dikkate
alindiginda lakkaz enziminin kuraklik stresinin neden oldugu oksidatif stresi bu yolla da

azaltabildigi ihtimal edilmektedir.

Aragtirmada kok dokusunun aksine yaprak dokusunda OSK ve YSK sartlarinda
toleransli genotiplerde lakkaz geninin downregiile, hassas genotiplerde ise upregiile
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.24). Vincent et al. (2005), su stresine maruz kalan misir
bitkisinin yapraklarindaki lignin igeriginin iyi bir sekilde sulanan kontrol bitkilerine

gore daha diistik oldugunu ve bundan dolay1 kuraklik stresinden sonra biiylimeye devam
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edebildigini bildirmislerdir. Bu durum bizim sonuglarimizi dogrular niteliktedir. Bunun
yanisira, Zhang et al. (2013), miR397 nin tarim iriinlerinde verimi hangi mekanizma ile
artirdigina dair yaptiklar1 ¢alismalarinda, mir397°nin Lac genini downregiile ederek
brassinosteroid birikimini artirma yoluyla bunu basardigin1  belirlemislerdir.
Brassinosteroidlerin hem verimi artirmada hem de strese tolerans mekanizmasinda
koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Behnamnia et al. (2009), kuraklik stresine
maruz birakilan domateste brassinosteroid uygulamasinin lipid peroksidasyonunu
azaltarak ve antioksidan seviyesini artirarak strese toleransin = saglandigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, Wang et al. (2013) pamukta tuz ve kuraklik stresinde
lakkaz genini doza ve dokuya baglh olarak degiskenlik gosterdigini, govdedense kokte

daha yiiksek ekpresyon oranlarinin elde edildigini tespit etmislerdir.

Calismamizda ABA uygulamasmin kok dokusunda tiim genotiplerde lakkaz geninin
yiiksek oranlarda upregiilasyonuna, yaprak dokusunda ise toleransli genotipler ile Atl
2002 genotipinde downregiilasyonuna, Kirmiz1 Kilgik genotipinde ise yok denecek
kadar az oranda upregiilasyonuna neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23, Sekil 4.24).
Arastirmada, ABA uygulamasimin yaprak dokusunda toleransli genotipler ile Atli 2002
hassas genotipinin lakkaz geninin downregiilasyonuna sebep olmasinda ABA’nin
brassinosteroid birikimini tesvik ederek strese toleransin kazanildigi diistiniilmektedir.
Divi et al. (2009) brassinosteroidler ile ABA’nin ortak bir yolakta sinyal aligverisi
yaptiklarin1  belirlemislerdir. Bununla birlikte, ABA’nin yanisira, salisilik asit ve
metiljasmonatin lignin genlerinin downregiilasyonunda etkin gorev aldiklar1 tespit
edilmistir (Le Roy et al. 2017). Dolayisiyla yaprak dokusunda lignin genlerinin
downregiile olmasinin sebebi salisilik asit ve metil jasmonattan kaynaklanmis olabilir.
Nitekim yaptigimiz promotor analizinde lakkaz geninin promotor bolgesinde ABA ile
ilgili ABRE, salisilik asit ile ilgili TCA-elementi ve metiljasmonat ile ilgili CTCTA-
motif ve TGACG-motifinin olmasi genin diizenlenme mekanizmasinda bu hormonlarin

aktif rol aldiklarinin gostergesidir.

Arastirmada kullanilan HA uygulamasinin kok dokusunda tiim genotiplerde, yaprak

dokusunda ise Kirmiz1 Kilgik genotipinde lakkaz geninin upregiilasyonuna, yaprak
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dokusunda toleransli genotipler ile Atli 2002 genotipinde ise downregiilasyonuna sebep
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23, Sekil 4.24). HA nin koklerde NO-IAA sinyal yolagin
aktiflestirerek ABA birikimini artirdig1 bilinmektedir (Mora et al. 2014). Dolayisiyla

HA uygulamasinin lakkaz geninin ifadesini ABA araciligiyla diizenledigi belirlenmistir.
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miR398 hedef geni (CSD1/CSD2) ifade analiz sonuglarina gore; her iki doku tipinde de
OSK ve YSK uygulamalarinda hem toleransli hem hassas genotiplerde CSD1/CSD2
geninin downregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26). Ayrica genel olarak
hem genotipler arasinda hem kok ve yaprak dokusu arasinda hedef genin ekspresyon
seviyeleri bakimindan farkliliklarin olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26).
Benzer sekilde, Trindade et al. (2010), Medicago truncatula’da su eksikliginde
CSD1/CSD2 geninin bitkinin hem kok hem govde kisimlarinda downregiile oldugunu
belirlemislerdir. Huat et al. (2014) kurakliga toleransli ve hassas bugday genotiplerinde
miR398 hedef geninin ekspresyonunun kdk ve yaprak dokusunda c¢ok biiytik farkliliklar
olusturmadigini tespit etmislerdir. miR398 hedef geni olan CSD1 ve CSD2 izozimleri
bakir-¢inko metal kofaktorii igermekte olup CSD1 sitoplazmada, CSD?2 ise kloroplastta
bulunmaktadir ve Cu/Zn-SOD’larin diizenlenmesinden sorumlulardir. Transgenik
bitkilerde Cu/Zn-SOD'lar ile bitki stres toleransini artirmak i¢in ¢alismalar yapilmistir
(Perl et al. 1993; Gupta et al. 1993). CSD1/CSD2 enziminin oksidatif streste (Sunkar et
al. 2006), bakir stresinde (Sunkar et al. 2006; Yamasaki et al. 2007) ve siikroz stresinde
(Dugas and Bartel 2008) strese cevap mekanizmasinda rol aldigi yapilan ¢aligmalarda
belirlenmistir. Trindade et al. (2010), su stresinde miR398’in bakir homeostazinin
saglanmasinda da rol aldiginmi bildirmislerdir. Arabidopsis’te miR398 transkriptlerinin
bir saperon proteinini (CCS1) kodladigi ve bu saperonun Cu/Zn-SOD'lara bakir
iyonlarin1 aktardigi belirlenmistir (Chu et al. 2005). Su stresi esnasinda stomalarin
kapanmasiyla birlikte yapraklardaki CO> akis1 da azalmaktadir. Bu azalma fotosentezi
etkilemekte, ayrica stres altinda fotosentetik metabolizma sonucu meydana gelen
ROT’larin uzaklastirilmasini mecbur kilmaktadir. Bu durumda strese kars1 savunmada
aktif CSD1/CSD2 genlerinin ROT lar1 uzaklagtirmadaki gérevinin yanisira bu genlere,
plastosiyonine bakir temin etmede daha ¢ok ihtiya¢ duyulacagindan, miR398 upregiile
olarak hem Cu/Zn-SOD'lara hem de plastoyinine bakir temin etmektedir. Dolayisiyla
yaptigimiz arasgtirmada OSK ve YSK uygulamalarinda tiim genotiplerde miR398’in
upregiile olarak CSD1 ve CSD2 genlerini downregiile ettigi ve bunun sebebinin ilgili

yerlere serbest bakir iyonlarini ulastirmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir.
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Arastirmamizda, tek basma ABA uygulamasinin her iki doku tipinde de tiim
genotiplerde CSD1/CSD2 geninin downregiile olmasimna neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.25, Sekil 4.26). Jia et al. (2009), Arabidopsis’te CSDI1 geninin ABA
uygulamasindan 72 saat sonra downregiile oldugunu belirlemislerdir. Bunun tam aksine
ayni calismada, Populus tremula’da ABA uygulamasi ile CSD1 geninin upregiile
oldugu tespit edilmistir. Boylece miR398’in ve hedef genlerinin olduk¢a dinamik bir
yap1 sergilediklerini bildirmislerdir. Nitekim, arastirmamizda kuraklik stresi altinda
ABA uygulamasinin CSD1/CSD2 geninin farkli ifade diizeylerine sebep oldugu
belirlenmistir. ABA’nin farkl: tiirlerde farkli ifade edilmesinin nedeni ABA hassasiyeti,
alim1 ve diizenlenmesinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Ya da bu tiirler ayn1 strese
maruz kaldiklarinda hiicresel stresin farkli evrelerinde olabilirler. Bir tiirde mevcut olan
otoregiilasyon sistemi diger tiirde olmayabilmektedir. Bunun yanisira, ABA’nin
kuraklik stresinde stomalarin kapanma mekanizmalarinda ve ROT lara kars1 antioksidan
savunma sisteminde gorev aldigi bilinmektedir. Dolayisiyla ABA’nin kuraklik stresi
altinda doku ve genotipe bagl olarak CSD1/CSD2’nin up/downregiilasyonuna sebep
olmasi stomalar lizerindeki etkisiyle aciklanabilir. Ayrica miR398 hedef genine ait
yaptigimiz cis element analizinde ABRE elementinin olmasi genin ABA’ya bagimlh

oldugunu gostermektedir (EK 9).

Arastirmamizda HA uygulamasinin her iki doku tipinde de tiim genotiplerde
CSD1/CSD2 geninin downregiile olmasina neden oldugu tespit edilmistir. Stres
sartlarinda HA’nin, CSD1/CSD2’nin downregiilasyon oranimni artirdigi belirlenmistir
(Sekil 4.25, Sekil 4.26). HA’nin 0Ozellikle yapraklara yapilan uygulamasinin
yapraklardaki fotosentez kapasitesini artirdigi bilinmektedir (Delfine et al. 2005).
Arastirmamizda, kuraklik stresi altinda bugday genotiplerinin yapraklarina
uyguladigimiz HA nin fotosentez oranini artirmak i¢in miR398’in plastosiyonine bakir
iyonlarin1 aktarmasini tesvik ettigi, bu durumda CSD1 ve CSD2 hedef genlerinin
downregiilasyonuna sebep oldugu diisliniilmektedir. Bunun yanisira, HA’nin stres
esnasinda meydana gelen ROT’lar1 azalttigi ve antioksidan enzimlerin aktivitesini
artirdig1 yapilan g¢alismalarda belirlenmistir (Aydin et al. 2012; Shah et al. 2018).

Ancak, aragtirmamizda HA uygulamasinin Cu/Zn-SOD'larin enzimatik faaliyetlerini
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artirmasi i¢cin CSD1 ve CSD2 genlerinin upregiilasyonuna degil de bakir iyonlarin1 hem
plastosiyanine hem de Cu/Zn-SOD'lara aktarmak i¢in miR398’in upregiilasyonuna izin
vermesi, stres uygulamasiin 7. giiniinde bitkinin fotosentezi diizenlediginin gostergesi

oldugu belirlenmistir.
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Bitkilerde Cu homeostazinin saglanmasindan sorumlu genlerin posttranskripsiyonel
diizenlenmesinde gorev alan miRNA’lardan biri de miR408’dir. Hedefledigi bolge
plastosiyanindir. Arastirmamizda, plastosiyanin geni koék ve yaprak ifade analizi
sonuglarinda, toleransli genotiplerde OSK uygulamasinda genin upregiile, YSK
uygulamasinda ise downregiile oldugu belirlenmistir. Hassas genotiplerde ise; Atli1 2002
genotipinde her iki kuraklik dozunda genin downregiile, Kirmiz1 Kilgik’ta ise upregiile
oldugu goriilmiistir (Sekil 4.27, Sekil 4.28). Mutum et al. (2013), celtikte miR408
hedef genlerinin kuraklik stresinde farkli doku kisimlarinda farkli ifade edildigini
belirlemiglerdir. Ayn1 zamanda caligmada kullandiklar1 ¢eltik genotiplerinde farkl
sonuglar elde ederek miR408'in farkli celtik genotiplerinde farkli gen ekspresyon
diizenleyici mekanizmalar gelistirdigini tespit etmislerdir. Plastosiyanin nohutta
kuraklik stresinde downregiile olmustur (Hajyzadeh et al. 2015). Esas olarak bakir
stresine (Ma et al. 2015) cevabin diizenlenmesinden sorumlu olan bu genin kuraklikta
(Huat et al. 2014), azot ve kiikiirt eksikliginde (Liang et al. 2015) fotosentez ve tane
verimini diizenlemedeki kritik roliinde (Zhang et al. 2017) ve demir alinimi (Paul et al.
2016) gibi pek ¢ok stres ¢esidine karsi transkripsiyonel yaniti belirlenmistir. Bu bulgular
miR408 ve hedef geninin ¢oklu biyolojik siire¢lerde ¢cok dnemli bir diizenleyici olarak
rol oynadigin1 gostermektedir. Cevresel stres etmenlerine maruz kalan bitkiler, miR408
birikimini artirip, hedef geni olan plastosiyaninin posttranskripsiyonel baskilanmasi igin
SPL7 (Squamosa promotor binding like protein 7) transkripsiyon faktorii gibi spesifik
sinyal yolaklarin1 kullanabilirler. Béylece miR408 transkriptlerinin artmasiyla Cu?*
iyonlar1 plastosiyonine aktarilmakta ve fotosentezin korunumu saglanmaktadir (Zhang
et al. 2017). Fotosentezin yani swra Cu?*, bitkilerde oksidasyon-rediiksiyon
mekanizmalarinda, bir¢ok enzimin yapisinda, bitkilerde su akisinin saglanmasinda,
membran olusumunda ve ¢iceklenmede gorev almaktadir. Dolayisiyla, stres esnasinda
Cu?* iyonlarindaki dengesizlik, metabolizmada bozukluklara yol agmaktadir.
Calismamizda, plastosiyanin geninin stres kosullari altinda baskilanmasi veya
indiiklemmesi Cu?* iyonunun dengelenmesi bakimindan strese kars1 olusturulan énemli

bir cevap oldugu diisiiniilmektedir.
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Arastirmada, tek basina ABA uygulamasinin toleransli genotiplerde her iki doku tipinde
de plastosiyanin geninin downregiilasyonuna, hassas genotiplerde ise upregiilasyonuna
neden oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte stres sartlar1 altinda ABA uygulamasina
kars1 genin verdigi cevaplar her genotipte farkli olmustur (Sekil 4.27, Sekil 4.28).
Mutum et al. (2013), ¢eltikte ABA uygulamasinin hem hassas hem dayanikli gesitte
0sa-miR408'in ABA'ya bagli stres sinyali transdiiksiyon yolag1 yoluyla regiilasyonunun
pozitif bir sekilde diizenlendigini belirlemislerdir. Benzer olarak, ABA uygulamasinin
celtikte (Shen et al. 2010) ve Populus tremula’da (Jia et al. 2009) miR408 ifadesini
artirdigi tespit edilmigtir. Arastirmada, ABA uygulamasi ile toleransli genotiplerde
plastosiyanin geninin  downregiile olarak miR408’in upregiilasyonu ile Cu
homeostazinin ~ saglandigi  diisliniilmektedir. Disaridan  uygulanan ABA’nin
fotorespirasyon oranini artirarak fotorespirasyonda gorev enzimlerin (RuBP oksijenaz
ve glikolat oksidaz) aktivitesini artirdigt ve CO2 oranini artirmak igin stomadaki
diizenlemeleri yaptigi bilinmektedir (Popova et al. 1996). Buna gore, ABA’nin
fotosentezin gergeklesmesine katkisi oldugu ve bunun igin de plastosiyanin geninin
downregiilasyonuna sebep olarak Cu?* iyonlarinin plastosiyanine aktarilmasina aracilik
ettigi varsayillmaktadir. Bununla birlikte yaptigimiz cis element analizinde ABA ile

ilgili 3 farkli bolgenin (ABRE, ABRE3a, ABRE4) oldugu belirlenmistir (EK 10).

Caligmada, HA uygulamasinin toleransli ve hassas genotiplerde her iki doku tipinde de
plastosiyanin geninin olduk¢a degisken bir sekilde ifade olmasma neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.27, Sekil 4.28). Bunun yanisira, kuraklik stresi altinda uygulanan
HA’nin her iki doku tipinde de toleransli ve hassas genotiplerde ilgili genin oldukca

farkli seviyelerde ifade olmasina sebep oldugu da tespit edilmistir.

miR398 analizinde bahsedildigi tizere HA’nin yapraktan uygulamasinin yapraklardaki
fotosentez kapasitesini artirdigi bilinmektedir (Delfine et al. 2005). Arastirmamizda,
kuraklik stresi altinda bugday genotiplerinin yapraklarina uyguladigimiz HA’nin
fotosentez oranii artirmak i¢in miR408’in plastosiyonine bakir iyonlarim1 aktarmasini

tesvik ettigi disiiniilebilir. Ancak HA uygulamasi ile miR408’in ifade durumunun



116

oldukga degisken olmast HA nin farkli metabolik yolaklari aktive/inaktive ederek strese

toleransin kazanilmasinda katkisinin oldugu diisiiniilmektedir.
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4.3. Infrared spektroskopi analizleri

4.3.1. Kemometrik analizler

4.3.1.a. Temel bilesen ve hiyerarsik kiimeleme analizi

Kuraklik stresi, ABA ve humik asit uygulamalarinda kurakliga hassas ve toleransh
bugday genotiplerinde gruplararasi farklilasmalari belirlemek amaciyla yaprak
DNA’larina ait spektrumlara gozetimsiz Orlintiileme yontemlerinden Temel Bilesen
Analizi [Principal Component Analysis (PCA)] ve Hiyerarsik Kiimeleme Analizi
[Hierarchical Cluster Analysis (HCA)] uygulanmistir. Bu metotlarin kullanilmasinin
nedeni spektrumlardaki degisimlere dayali gruplararasi iliskilerin belirlenmesi ve
dolayisiyla ¢alisilan 6rneklerin gruplarinin simiflandirilmasina olanak saglamalaridir.
Her iki analiz icin 4000-400 cm™ spektral bolgesi kullanilmistir. PCA icin elde edilen
spektrumlarin herhangi bir spektral 6n islem gérmemis ham halleri, HCA ig¢in ise;

ikincil tiirevi alinip, vektor normalizasyonu uygulanmis spektrumlar kullanilmistir.

Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°de kurakliga hassas bugday genotiplerinden Kirmiz1 Kilgik ve
Atl1 2002 i¢in elde edilen PCA skor grafikleri verilmektedir. Bu grafikler analiz edilen
gruplar arasinda benzerlik veya farkliliklarin belirlenmesi dolayisiyla gruplararasi
baglantilarin ortaya konulmasint saglamaktadir. Bu grafikler Ornekler arasi
degiskenlikleri ifade eden temel bilesenlere dayali olarak c¢izilmektedir. En c¢ok
varyasyon birinci ve ikinci temel bilesende agiklanmaktadir. Sekillerden de goriilecegi
tizere birinci ve ikinci temel bilesenler i¢in varyasyon yilizdesi Kirmizi Kilgik i¢in %95,
Atli 2002 i¢in %98 olarak bulunmustur. Skor grafikleri detayli olarak analiz edildiginde,
Kirmiz1 Kilgik genotipinde tiim gruplar birbirinden belirgin bir sekilde ayrilmistir. -6
bar PEG6000 grubu kontrol grubuna yakin iken, -8 bar PEG6000 grubunun ise uzak
oldugu goriilmektedir. -8 bar PEG6000 grubunun uzak olmasi yiiksek doz kuraklik
uygulamasmin yaprak DNA’sinda yapisal ve miktarsal anlamda degisimlere neden
oldugunu gostermektedir. HA, HA+ -6bar PEG6000 ve HA+ -8bar PEG6000

gruplarininda kontrol grubuna yakin olduklart bulunmustur. Ozellikle HA+ -8bar
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PEG6000 grubunun yakin olmast HA nin, yiiksek doz kurakligin DNA’da neden oldugu
degisimleri diizelttigini gostermektedir. Bununla birlikte ABA, ABA+ -6bar PEG6000
gruplar1 kontrole gore 1. Temel bilesen ekseninde yer alirken ABA+ -8bar PEG6000
grubu ise ikinci temel bilesen ekseninde bulunmaktadir ki, buda bize ABA’nin yiiksek
doz kuraklik uygulamasinin DNA’da neden oldugu degisimleri tizerinde HA’nin

iyilestirme etkisine gore farkli bir etkisinin bulundugunu ortaya koymaktadir.

Atli 2002 genotipine ait skor grafigine bakildiginda, -8 bar PEG6000 yiiksek doz
kuraklik uygulanmis grubun kontrole ve diger gruplara gore farkli bir bolgede
konumlandigi goriilmektedir. Bununla birlikte, -6 bar PEG6000, HA, HA+ -6bar
PEG6000 ve HA+ -8bar PEG6000 gruplarinin kontrol grubu ile ayni tarafta yer aldigi
belirlenmistir ki bu da bize HA’nin yiiksek doz kurakligin neden oldugu DNA’daki
degisimleri elimine edebildigini gdstermektedir. Diger taraftan ABA, ABA+ -6bar
PEG6000 ve ABA+ -8bar PEG6000 gruplarinin diger gruplara gore farkli bir bolgede

bulunmasi ABA’nin etki mekanizmasinin farkli oldugunu ortaya koymaktadir.

Elde edilen PCA grafiklerini desteklemek ve gruplarin birbirinden ayrilip ayrilmadigini
tespit etmek amaciyla HCA analizi de yapilmistir. Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de kurakliga
hassas bugday genotiplerinden Kirmizi Kilgik ve Athi 2002 i¢in elde edilen HCA
dendrogram grafikleri verilmektedir. Her iki genotipe ait dendrogramlar incelendiginde,
analiz edilen gruplar arasindaki ayrim deseninin PCA verileriyle Ortiistiiglini

gostermektedir.
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Sekil 4.29. Kirmiz1 Kilgik bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA,
HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar
PEG6000 gruplarinda 4000-400 cm™* spektral bolgesinde yapilan PCA analizine ait skor grafigi
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Sekil 4.30. Atli 2002 bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA, HA+
-6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000
gruplarinda 4000-400 cm spektral bolgesinde yapilan PCA analizine ait skor grafigi
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Sekil 4.31. Kirmiz1 Kilgik bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA,
HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar
PEG6000gruplarinda 4000-400 cm™ spektral bdlgesinde yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi
dendrogrami
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Sekil 4.32. Atli 2002 bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA, HA+
-6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000
gruplarinda 4000-400 cm™ spektral bélgesinde yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi
dendrogrami
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Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’te kurakliga dayanikli bugday genotiplerinden Kirkpinar ve
Aksel 2000 i¢in elde edilen PCA skor grafikleri verilmektedir. Kirkpiar genotipinin
skor grafigine bakildiginda gruplardan kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000
gruplarinin birbirlerinden belirgin bir sekilde ayrimadigini, HA, HA+ -6 bar PEG6000
ve HA+ -8bar PEG6000 gruplarinin bu gruplara gore belirgin olmasada farkli bir
konumda yer aldigi, ABA gruplarinin ise diger gruplara gore farkli bir bolgede
konumladig1 gériilmektedir. Ozellikle -6 bar PEG6000 ve -8 bar PEG6000 kuraklik
uygulanan gruplarin kontrole yakin olmasi, bitkinin DNA’sinda topolojik ve yapisal
acidan belirgin bir degisimlere neden olmadigini ortaya koymaktadir. ABA grubunda
ayrilma Aksel 2000 grubuna ait skor grafiginde de goriilmektedir. PCA skor
grafiklerinde gruplararasi ayrilma 6zellikle ABA ve HA gruplarimin kontrol, -6 bar
PEG6000 ve -8 bar PEG6000 gruplarina gére farkli bir dalda yer almalar1 Sekil 4.35 ve
Sekil 4.36°da gosterilen dendrogram grafiklerinde de agikga goriilmektedir.
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Sekil 4.33. Kirkpinar 79 bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA,
HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar
PEG6000 gruplarinda 4000-400 cm* spektral bolgesinde yapilan PCA analizine ait skor grafigi
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Sekil 4.34. Aksel 2000 bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA,
HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar
PEG6000 gruplarinda 4000-400 cm* spektral bolgesinde yapilan PCA analizine ait skor grafigi
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Sekil 4.35. Kirkpinar 79 bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA,
HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar
PEG6000 gruplarinda 4000-400 cm spektral bolgesinde yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi

dendrogrami
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Sekil 4.36. Aksel 2000 bugday genotipinde kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA,
HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar
PEG6000 gruplarmda 4000-400 cm! spektral bdlgesinde yapilan hiyerarsik kiimeleme
analizi dendrograma.

4.3.2. Kalitatif spektral analizler

Elde edilen kemometrik analiz sonuglarina gore orta ve yiiksek doz kuraklik stresinde
kurakliga hassas ve toleransli bitki DNA’larinda topolojik olarak meydana gelen
degisimler ile HA ve ABA uygulamasinin bu degisimleri elimine etme ydniinden
farkliliklar gostermektedir. S6z konusu yapisal farkliliklar1 ortaya koymak amaciyla,
elde edilen DNA spektrumlarin da B, Z ve A tip DNA kaynakli bantlar belirlenmis ve
s6z konusu tip DNA miktarlarinda kuraklik, HA ve ABA uygulamasinda meydana
gelen degisimler, kalitatif olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.37°de 1800-400 cm-!
spektral bolgesinde Kirmiz1 Kilgik kontrol grubuna ait DNA absorbans ve ikincil tiirev
spektrumu gosterilmektedir. Literatiirdeki karakterize edilmis spektral DNA bantlaria
dayanarak tanimlanan B, A ve Z tip DNA kaynakli bantlarin yerleri sekilde
isaretlenmistir. 1240 cm™’de yer alan bant A tip DNA, 1086 cm™’de yer alan bant B tip
DNA ve 1015 cm™’de yer alan bant Z tip DNA’den kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.37. 1800-400 cm-! spektral bélgesinde Kirmiz1 Kilgik kontrol grubuna ait DNA
absorbans ve vektor normalizasyonu yapilmis ikincil tiirev spektrumu

Sekil 4.38’de kurakliga hassas Kimiz1 Kilgik genotipinde, kontrol, -6 bar PEG6000, -8
bar PEG6000, HA, HA+ -6 bar PEG6000, HA+ -8 bar PEG6000, ABA, ABA+ -6 bar
PEG6000 ve ABA+ -8 bar PEG6000 gruplarina ait 1260-1000 cm™ spektral bdlgesinde
ikincil tiirevi alinip vektor normalizasyonu uygulanmis spektrumlar goriilmektedir.
Normalize edilmis spektrumlar bantlarda meydana gelen bant siddeti, bant dalga sayisi
gibi parametrelerde gruplararasi farkliliklar1 kalitatif olarak gostermek icin kullanilir.
Beer-Lambert yasasina gore bant sinyal siddeti bandin karakterize edildigi maddeye
0zgii fonksiyonel grubunun miktar1 hakkinda bilgi verir. Sekilden de goriilecegi tizere,
kuraklik uygulanmis -6 bar PEG6000 ve -8 bar PEG6000 gruplarda kontrol grubuna
gore B ve A tip DNA’da azalma, Z tip DNA’da artig goriilmektedir En ¢ok degisim
yiiksek doz kuraklik uygulanmis grupta elde edilmistir. Bununla birlikte HA ve ABA
uygulanan gruplarda B-DNA’da artis Z-DNA miktarinda azalma goriilmektedir. Benzer
degisimler Atli 2002 genotipindende goriilmektedir (Sekil 4.39). Kuraklik stresine bagli
B ve A DNA’daki azalma, Z DNA’daki artig, strese bagli DNA konformasyonunda



127

degisimlerin oldugunu gostermektedir. Diger bir deyisle strese bagli B DNA’dan Z
DNA formuna gegis goriilmektedir. Bu degisim kurakliga hassas olan bitkilerde, strese
bagli olarak DNA metilasyonunda artigla ilgili yani hipermetilasyonla iliskili olabilir.
Ciinkii metilasyonun konformasyon degisikligine ozellikle B DNA’dan Z DNA
formuna donilise neden oldugu Temiz ve arkadaslari tarafindan yapilan calisma ile
gosterilmigtir (Temiz et al. 2012). Diger taraftan HA ve ABA uygulamasinda Z
DNA’daki azalma B DNA’daki artis Z DNA’dan B DNA formuna doéniisiin oldugunu

yani her iki uygulamanin strese baglh metilasyonu azalttigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.38. Kimiz1 Kilgik genotipinde, kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA, HA, -
6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000
gruplarma ait 1260-1000 cm™ spektral bolgesinde ikincil tiirevi alinip vektdr normalizasyonu
uygulanmis spektrumlar
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Sekil 4.39. Atli 2002 genotipinde, kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA, HA+ -6bar
PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000
gruplarina ait 1260-1000 cm™? spektral bolgesinde ikincil tiirevi almip vektdr normalizasyonu
uygulanmis spektrumlar

Sekil 4.40°da kurakliga toleransli Aksel 2000 genotipinde; kontrol, +6 bar PEG6000, -8
bar PEG6000, HA, HA+ -6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar
PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000 gruplarina ait 1260-1000 cm™ spektral bdlgesinde
ikincil tiirevi alinip vektér normalizasyonu uygulanmis spektrumlar goriilmektedir.

Sekilden de goriilecegi tizere, 6 bar PEG6000 ve 8 bar PEG6000 uygulanmig gruplarda
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kontrol grubuna gore B ve A tip DNA’da artma varken, Z tip DNA kismen azalma
goriilmektedir. Bununla birlikte HA ve ABA uygulanan gruplarda B-DNA’da azalma Z-
DNA miktarinda kismen artma goriilmektedir. Strese dayamikli Kirkpinar 79
genotipinde de benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.41). Strese bagli goriilen DNA
konformasyonundaki bu degisim DNA demetilasyonu ile ilgili olabilir. Ciinki
metilenmis formda Z DNA miktarindaki azalma strese bagli metilasyonun azaldigini
gostermektedir ki, kuraklik stresine dayanikli bugdayda demetilasyonun daha yiiksek
oldugu Kaur et al. (2018) tarafindan da gosterilmistir. Diger taraftan kurakliga toleranslh
genotiplerde HA ve ABA uygulamasinda goriilen Z DNA miktarindaki artis, kurakliga
hassas genotiplere gore DNA konformasyonunu daha farkli bir mekanizma ile

etkilediklerini gostermektedir.

Kalitatif spektral analiz sonuglari, kuraklik stresi HA ve ABA uygulamasinin kurakliga
hassas ve toleransli genotiplerin DNA’larinda farkli sekilde komformasyonel
degisimlere neden oldugunu gostermektedir. S6z konusu sonuglarin karakteristik DNA
bantlarinin bant sinyal siddeti ve oranlar1 gibi kantitatif spektral analizlerle

dogrulanmasi gerekmektedir.



130

Absorbance Units
06 08 10 12 14

04

8 BAR

HA

- HA+6BAR
HA+8BAR
ABA
ABA+6BAR
ABA+8BAR

1.2

1.0

0.6

Absorbans Birmi

0.4

0.2

o
] I I I I I
o

1250 1200 1150 1100 1050 1000

Dalga Sayisi (cm)

Sekil 4.40. Aksel 2000 genotipinde, kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA, HA+ -6bar
PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000
gruplarma ait 1260-1000 cm™ spektral bolgesinde ikincil tiirevi almip vektdr normalizasyonu
uygulanmug spektrumlar
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Sekil 4.41. Kirkpmar 79 genotipinde, kontrol, -6 bar PEG6000, -8 bar PEG6000, HA, HA+ -
6bar PEG6000, HA+ -8bar PEG6000, ABA, ABA+ -6bar PEG6000, ABA+ -8bar PEG6000
gruplarma ait 1260-1000 cm spektral bolgesinde ikincil tiirevi almip vektdr normalizasyonu
uygulanmis spektrumlar
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar ve bu sonuglardan yola ¢ikarak ileride yapilacak

caligmalara yonelik oneriler agagida belirtilmistir.

1. Arastirmamizda orta ve yiiksek siddette kuraklik stresi uygulamalarinin
belirledigimiz toleransh (Aksel 2000 ve Kirkpinar 79) ve hassas genotiplerde (Atli 2002
ve Kirmiz1 Kilgik) bazi biyokimyasal parametrelerden MDA, H202, TAS ve TOS
durumlarim1 olumsuz yonde etkiledigi, stresin Ozellikle hassas genotiplerde hiicre
membraninda hasarin belirleyicisi olan lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA
seviyesinde hasarlara yol agtigi belirlenmistir. Stres siiresince H2O2’nin sinyal goérevi
tistlendigi, TOS miktarinda artisin goriildiigii ve bitkinin koruma mekanizmasi olarak
TAS miktarin1 artirdigr belirlenmigtir. Stresin olusturdugu bu etkilerin 6zellikle
toleransli genotiplerde ABA ve HA uygulamalari ile iyilestirilebildigi, HA ’nin bitkide
cesitli yapisal ve fonksiyonel mekanizmalarda sinyal diizenlemesi yaparak ABA ile

yarisir nitelikte iyilestirici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

2. Sall ve Eral genlerinin toleransli ve hassas genotiplerde ifade durumlarinin farkli
olmasindan otiirli, sadece stres uygulamasi yapilarak fizyolojik bir 6n eleme ile
belirlenen toleransli ve hassas genotipleri ayirt etmede geleneksel yontemlerin yanisira,
gen diizeyinde bu genlerin ifade diizeylerine bakilarak daha etkin bir eleme

yapilabilecegi onerilebilir.

3. Posttranskripsiyonel seviyede gen ekspresyonlarini diizenlemede rol alan
miRNA’larin  hedef bolgelerinin stres sartlarinda duruma gore up/downregiile
olmalarinda miRNA’larin genlerin ifadesini baskilayarak ya da artirarak dolayli yoldan

gen ifadesinin degistirilebilecegi dnerilebilir.

4. Humik asitin gerek biyokimyasal parametreler gerekse DNA tiplerinde ve genler
tizerine olan etkisinin ABA ile neredeyse es degerde, bazi durumlarda ise daha etkin

gorev yaptigr belirlenmistir. Arastirmamizda yapraktan uyguladifimiz humik asitin
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bitkiler tarafindan koklerden alinmasi ekolojik olarak daha uygun iken, yapraklardan
uygulanabilirligi daha zor olmakla birlikte strese karsi iyilestirici etkileri géz Oniine

alindiginda bu sekilde bir uygulamanin yapilmasi kaginilmaz olmaktadir.

5. Arastirmamizda tim analizler géz Oniine alindiginda hem kok hem yaprak
dokularinda en toleransli genotipin Aksel 2000, en hassas genotipin ise Kirmizi Kilgik
oldugu belirlenmistir. Boylece ileride yapilabilecek stres toleransi calismalarinda
kullanilabilecek bugday genotipleri belirlenmistir. Ayrica toleransli genotipler ile
yapilacak olan tarla denemelerinde dogal sartlarda olusan kuraklik stresine karst humik
asitin yapraktan uygulamasinin strese toleransli bugday yetistirilmesinde etkin olacagi

tespit edilmistir.
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