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OZET

TUZ STRESININ FARKLI GELiSIM DONEMLERINDEKI
BUGDAY BITKIiLERININ AMiINO ASIT PROFiLi UZERINDE Ki
ETKIiLERININ BELIRLENMESI

SAHIN, Hazal

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Ana Bilim Dal1
Tez Damismani: Prof. Dr. Melike BOR

1 Mart 2019, sayfa 59

Bitkiler yasamlari boyunca ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere maruz
kalmaktadirlar. Stres kosullarinda bitki metabolizmasinda meydana gelen
degisimler bitkilerdeki savunma mekanizmalarinin tanimlanmasi i¢in 6dnemlidir.
Bitki metabolizmasiin 6nemli bilesenlerinden olan amino asitler hem proteinlerin
yapi tasi olarak gorev yaparlar hem de biiylime, gelisme ve savunma siireclerinde
cesitli gorevler istlenirler. Genel olarak, belirli amino asitlerin miktarinda
gozlenen degisimler bitkilerin stresten etkilenme diizeyini veya tolerans seviyesini
anlayabilmemiz a¢isindan belirleyici olabilirler.

Arastirma projemizde farkli gelisim donemlerindeki bugday bitkilerinde tuz
stresi kosullarinda amino asit profillerinde meydana gelen degisimleri stres
yanitlar1 ve tolerans agisindan incelemeyi hedefledik. Tarla kosullarinda
yetistirilen bugday bitkilerine 100 ve 200 mM tuz stresi uygulandi. Erken fide
doneminden basak olgunlagsmasi donemine kadar 6rnekleme yapildi. Kontrol ve
stres gruplarindan alinan orneklerde karsilagtirmali olarak yaprak , kok yas ve
kuru agirliklari, basak verimi, klorofil floresansi, amino asit ve protein
miktarlarindaki degisimler incelendi. Kontrol gruplar ile karsilagtirildiginda
biiyiime, gelisme ve verimle ilgili parametrelerin tuz stresi uygulanan gruplarda
ozellikle erken fide doneminde olumsuz etkilendigini goriildii. Yaprak ve basak
serbest amino asit havuzunda kontrol ve tuz gruplari arasinda belirgin bir fark

goriilmedi.

Anahtar Sozciikler: Bugday, tuz stresi, amino asit.






ABSTRACT

THE EFFECT ON THE AMINO ACID PROFILE OF SALT STRESS IN
WHEAT PLANTS WiTH DIFFERENT DEVELOPMENTAL STAGES

SAHIN, Hazal

MSc in Biology

Supervisor: Prof. Dr. Melike BOR
1 March 2019, pages 59

Plants encounter different type of biotic and abiotic stresses during their life
time. Alterations in plant metabolism during stress exposure is important for us to
understand defense mechanisms. Amino acids are among the important
components of plant metabolism not only by being building blocks of proteins but
also for contributing to several processes in growth and development. Generally,
differences in amino acid content during stress periods provide us clues for the
degree of stress effects and tolerance levels of plants.

In this research, we aimed to study the discrepancy in the amino acid
profiles of wheat plants subjected to salt stress by means of stress responses and
tolerance. Wheat plants were grown at field conditions and treated with 100 and
200 mM NacCl for salt stress. Samples were taken from early seedling to spike
maturation period. The descrepancies between control and salt treated groups
were analyzed by comparing shoot and root fresh and dry weights, spike
productivity, photosynthetic efficiency, amino acid and protein contents. The
major impact of salinity was seen at early seeling stage and the amino acid

profiles were similar in all groups.

Keywords: Wheat, salt stress, amino acid.
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ONSOZ

Bugday diinyada yaygin olarak biiyliyen bir tahil bitkisidir. Siddetli tuz
stresinin bugday tiizerindeki etkileri kalitesiz ve diisik dane verimi seklinde
gorilmiistiir. Amino asit igerigi ve kompozisyonu bugday iirlinlerinin besin degerini

onemli derecede etkiler

Bu tez calismasinda, bugday bitkisinde farkli gelisim donemlerinde
uygulanan tuz stresinin bitkinin fizyolojik gelisimi, protein miktari ve amino asit

profilleri izerindeki degisiklikleri belirlenmek amaglanmistir.

Calisma konusunun belirlenmesinde, arastirilmasinda ve c¢alismanin
hazirlanma siirecinde, bilgilerini, tecriibelerini ve desteklegini esirgemeyerek
calismami bilimsel temeller 1s181nda sekillendiren degerli hocalarim Sayin Prof. Dr.

Melike BOR’a tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRiS

Bitkiler sesil dogalar1 geregi yasam dongiileri boyunca biiyiime ve
gelismelerini olumsuz yonde etkileyecek bircok stres faktorii ile karsilasirlar.
Cevre sartlarinin bir bitkinin normal biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde
etkileyecek kadar degismesi halinde bitkide olusturdugu etkiye stres denir , bir
baska deyisle stres bitkiler lizerinde negatif etkileri olan dig faktorler olarak
tanimlanir. Tarimsal iiretimi olumsuz etkileyen bagsta abiyotik stres faktorleri
olmak tizere ¢evresel stresler ve bitkiler tarafindan bu streslere verilen yanitlar
bilim insanlarinin tizerinde durdugu konulardir (Cavanagh et al., 2008; Munns and
Tester, 2008; Chinnusamy and Zhu, 2009; Mittlerand Blumwald, 2010). Abiyotik
stres su kithigi, kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik, yiiksek 1s1k siddeti,
ultraviole, oksijen kitlig1 ve agir metal kirliligi gibi karmasik ¢evresel etmenlerin
neden oldugu bir stres ¢esididir (Hirayama and Shinoza, 2010).

Abiyotik stres, diinya capinda bitkisel verim kaybinin birincil nedeni olup,
en fazla iriin elde edilen kiiltir bitkilerindeki ortalama iriin verimini % 50'den
fazla azaltmaktadir (Ghassemi et al. 1995; Wang et al 2004). Diinyada 800
milyon hektardan fazla alan tuzluluk sorunundan etkilenmekte ve bu miktar
diinyada ki kara parcalarinin yaklasik % 7’sini teskil etmeketdir (Munns and
Tester, 2008). Tirkiye de ise 1.5 milyar hektarlik alan tuzluluktan
etkilenmektedir. Bu durumda tuzlulugun giderek yayginlasan ciddi bir stres
faktorii oldugu karsimiza cikmaktadir. Tarimsal {iretim alanlarinda tuzluluk,
topraklarin verimliligini olumsuz yonde etkileyen, iiriin verimini sinirlandiran en
onemli sorunlardan birisidir. Toprak tuzlulugu genellikle yagis miktar1 az, yiiksek
sicaklik derecelerine sahip olan kurak ve yar1 kurak bolgelerde ortaya
cikmaktadir. Yanlis sulama teknikleri veya sulama suyunda bulunan fazla
miktardaki eriyebilir tuz igerigi tuzlanmanin diger etkilerindendir. (Epstein et al.
1980). Sulama ile birlikte , topragin alt katmanlarinda bulunan tuz, evaporasyon
sirasinda kapillarite ile yukar1 taginmakta ve bitkinin kok bolgesi seviyesinde
birikmektedir. 2007 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO)
raporuna gore diinyada ki karasal alanlarin %3.5 i herhangi bir ¢evresel faktorden
etkilenmemektedir (Boyer, J. S. 1982, Van Velthuizen, H. 2007) . Stres etmeninin
verecegi zarar bitkinin tiiriine ve adaptasyonuna ve toleransina baghidir (Rao et
all., 2006).
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Sekil 1.1 Abiyotik stres faktorlerine karsi bitki cevaplarinin genel dinamikleri (Kosova vd.,
2011).

1.1 Tuz stresi ile amino asit metabolizmasinin iliskisi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda tuzlulugun bitki gelisimi ve triin verimi
iizerinde 6nemli abiyotik stres faktorii oldugu ve toprak tuzlulugunun her gegen
yil daha da arttig1 belirlenmistir. Toprak tuzlulugu, cogunlukla yagis miktar1 az,
yiiksek sicaklik derecelerine sahip, kurak ve yar1 kurak bolgelerde ortaya
cikmakta ve bitki verim, kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Munns and
Tester, 2008

Tuz stresinin bitkilerde goriilen genel etkileri, ¢imlenme de azalma ve
gecikme, biiytime hizindaki diisiis, yaprak sayisindaki ve alanindaki azalma, bitki
boyunun kisalmasi ve tomurcuk sayisinin azalmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Sonug olarakta bitkinin vejetatif ve generatif verimini ve kalitesini negatif yonde
etkilemektedir (Gupta and Srivastava 1989; Pessarakli et al., 1991; Van Hoorn,
1991; Munns andTester, 2008).

Bitkilerde tuz stresinin etkileri baslica iki sekilde ortaya ¢ikar ( Sekil 1.2 )
Ik etkisi erken donem de ortaya ¢ikan ozmotik etkidir. Ozmotik etki kok
cevresinde diisiik su potansiyeli meydana getirerek bitkide kuraklik etkisi
olusturur. Ikinci etki ise dzellikle Na+ ve Cl- gibi iyonlarin toksik etkisidir ve bu
etki bitkinin ilerleyen gelisim evrelerinde meydana gelerek bitkide besin
aliminda ve iletilmesinde azalma ya bagli olarak besin dengesizligine neden olur
(Marschner, 1995; Munns and Tester, 2008). Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda

tim bitki tiirleri belirgin olarak biiyiime de gerileme gostermesine karsin,



bliylime ve lretkenlik a¢isindan tiirler ve gesitler arasinda belirgin farkliliklar

bulunmaktadir (Munns 2002; Munns and Tester, 2008).

a Osmotik toleransta b Iyonik toleransta ¢ Her ikisinde arti§
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Sekil 1.2 Bitkilerin tuz stresi karsidinda verdikleri biiyiime cevaplari (Munns and Tester,
2008).

Tuz stresinin tarimsal verimin %50 sinde verim kaybina neden oldugu
tahmin edilmektedir (Kreps et al. 2002) Tarla kosullarinda tuzluluk seviyesi bitki
biiylime periyodu boyunca sulama periyotlarinda ve kuraklik dénemlerinde toprak
profilleinde degisiklik gostermektedir. Topraklar genel olarak ekim zamanlari en
az seviyede tuzluluk gdsterir. Bunun nedeni ekimden Onceki yagislar ve sulamalar
topragin {iist tabakasinda bulunan tuzlarin asagiya dogru yikanmasina neden olur.
Biiyiimenin devam ettigi ileriki asamalarda sulama suyunun icerdigi tuzlar ve
gerek taban suyunda veya alt profillerde bulunan tuzlarin kok bolgesine
taginmastyla tuzluluk artar ve tane dolum asamasinda en yiiksek seviyeye ulasir
(Munns and James, 2003).

Artan tuz konsantrasyonlarmin bitkilerde ¢imlenmeyi geciktirdigini fakat
aspir, sorgum, aycicegi ve bugday gibi tuza toleransh bitkilerde 10. giinden sonra
yiiksek c¢imlenme yiizdesi elde edilmistir (Shannon, 1984; Van Hoorn, 1991).
Bitkilerin ¢cimlenme ve ilk gelisim donemlerinde tuza, diger gelisim donemlerine
gore daha hassas oldugu (Shannon, 1984; Van Hoorn, 1991) tarafindan
bildirilmistir. Bugdayda artan tuz konsantrasyonu ile birlikte bitki kuru agirliginin
azaldigr ve koklerin toprak lstli organlara oranla olumsuz olarak daha fazla
etkilendigi bilinmektedir (Gupta and Srivastava 1989; Pessarakli at al., 1991).
Yapilan bilimsel ¢aligmalar bugday veriminin topraktaki tuz konsantrasyonu 100
mM’1 gegtiginde 6nemli dlgiide azaldigini géstermektedir (Munns at al., 2006).

Tuz toleranst  bir bitki de fizyolojik gelisme donemlerine gore degisiklik



gosterebilmektedir. Genelde tahillar, vejetatif donemde ve erken generatif
donemde tuza karsi daha hassas (Shannon 1984; Mass and Grieve, 1994 )
generatif ve tane dolum zamaninda ise daha dayaniklidir (Shannon 1985; Mass
and Grieve 1990).

Col, step ve diger bolgelerdeki yaygin stres faktorlerinden birisi de yine
fizyolojik kurakliga neden olarak biiyiimeyi 6nemli 6lgiide sinirlayan, topraktaki
yiiksek tuz konsantrasyonudur. Bunun nedeni bitki tuzlu topraklarda, negatif
ozmotik potansiyel sebebi ile su elde etmenin zorlugunun yani sira yiiksek
konsantrasyonda ki sodyum, karbonat ve klorid iyonlar1 ile temas ederek iki
onemli stres etkisinde kalir. Diisik Na + konsantrasyonuna sahip bugday
genotiplerinin yiikse Na + konsantrasyonlu genotiplerden daha fazla kuru madde
tirettigi bulunmustur (Munns et al., 2006). Tuz stresi bugday da yaprak sayisi ,
kok biiylime orani ,kok-siirgiin orani ve toplam kuru madde verimi gibi fizyolojik
yonler {lizerine engelleyici etkiye sahiptir (Pessarakli and Huber, 1991; El-
Hendawy et al., 2005).

Iklim degisikligi ve tarimsal uygulamalar, tahmini olarak 45 milyon
hektarlik sulanan araziyi etkileyerek artan toprak tuzluluguna katkida bulunmustur
(Rengasamy, 2010). Ana kayalarin ayrismas: okyanuslar ve iklimsel etmenler
primer tuzlulugun olusma nedenleridir (Munns and Tester, 2008) . Tuz stresi,
suda ¢Oziliniir tuzlardan kaynaklanan katyonlarin (Na +, K +, Mg2 +, Ca2 +) ve
anyonlarin (Cl-, SO2—-4, HCO-3) birikmesini etkileyerek iriin verimliligini
sinirlar. Bu tuzlar, mineral erozyonu , mineralli su veya okyanus suyu gibi
faktorlere bagl olarak birikmektedir (Todorova et al., 2013). Endise verici
sekilde artan diinya niifusu ile tarimsal iiretim ayni hizda seyretmemektedir
(Parihar et al., 2015). Toplam gida tiretiminin 2050 yilinda (faostat.fao.org) 9.5
milyar insanit beslemesi i¢cin% 60 -% 110 artirilmast gerektigi tahmin
edilmektedir. Biyotik ve abiyotik faktorler, artan popiilasyonun gida taleplerini
karsilamak ig¢in tarimsal gelismenin en onemli kisitlayicilaridir (Tilman et al.,
2011). Tuzlanma suda ¢oziile bilir iyonlarin toprak profilinin {ist kisminda
tarimsal {iretimi, g¢evre saghigini, ekonomik refahi etkileyecek bir seviyeye
gelmesidir. Toprak tuzlanmasi esas olarak denize yakin yogun yagis alan ve kaya

asinmasi bulunan bolgelerde goriiliir.



Tuzluluk su ozmotik potansiyelini azaltir ve iyon dengesizligine neden olur.
Bunun yaninda iriin verimini ve Kalitesini disiiriir, biiytimeyi engelleyerek
bitkiye fizyolojik agidan zarar verir (Hauser and Horie, 2010; Katerji et al.,
2005)Topraktaki yiiksek seviyedeki tuz konsantrasyonlari, hiicre i¢i ortamda hem
hiperyonik hem de hiperosmotik strese neden olur. Tuz stresinin baslangic
asamalar1 sirasinda bitkide gergeklesen turgor kaybi ve stoma kapanmasini
takiben biiyiime inhibisyonu, azaltilmis polen canliligi, fotosentetik enzim
aktivitesinin inhibisyonu, sukroz birikimi ve inaktivasyon gibi fizyolojik tepkiler
izler (Munns and Tester, 2008; Chaves et al., 2009; Biswal et al., 2011; Silva at
al., 2011; Mittal ve ark., 2012; Shu et al., 2012; Jajoo, 2013). Uzun siireli tuz
stresi, Na + 'nin yiiksek birikimi sonucu enzim aktivitesinin baskilanmasina,
artmis H202 ve lipit peroksidasyonuna neden olarak yaprak yaslanmasina neden
olur (Sairam et al., 2002; Chinnusamy and Zhu, 2003; Allu et al., 2014).

Yasadiklar1 ortamda bitkiler yer degistiremedikleri icin dogada biyotik
(bakteriyel, viral, fungal veya otgul ataklari) veya abiyotik (kuraklik, tuzluluk,
soguk, 1s1 ve agir metaller vb.) olabilecek gevresel stres faktdrlerinin olumsuz
etkilerine kars1 siirekli savasirlar. Bitkiler ayn1 anda veya her seferinde bu stres
faktorlerine maruz kalabilir ve hiicresel ve organizma disfonksiyonu ve instabilite

ile kars1 karsiya kalabilirler.



hminoe acid 3-letter|l-letter MW (Da) Structure
code code
Alanine 2l= z 29.1 CH3-CH (NHZ ) -COCH
Arginine Arg =] 174.2 HN=C (NHZ ) -NH- (CHZ) 3-CH (NHZ ) -CO0H
Aaparagine Ran N 132.1 HZN-Co-CHZ-CH (NHZ ) —CO0H
bhapartic Acid Lsp o 133.1 HOOC-CHZ-CH (WHZ ) —C00H
Cyateine Cys c 121.2 H5-CHZ-CH (NHZ ) —-CO0H
Glutamic Acid E1lu E 147 .1 HOOC—- (CHZ ) 2—-CH (NHZ ) —C00H
Glutamine E1ln Q l14a.1 Hz2N-C0- (CHZ ) 2-CH (NHZ ) —-CO0H
Glycine Ely = T75.1 NHz-CHzZ-C0O0H
Histidine His u 155.2 TH' cHE- G{:T'm“m{ (NEZ) -COOH
Iacleucine Ile I 131.2 CH3-CHZ-CH (CH3)-CH (NHZ ) -CCOOH
Leuncine Leu L 131.2 (CH3) Z2-CH-CHZ-CH (NHZ ) —CO0H
Lysine Lys E 145.2 HZW-(CHZ) 4-CH(NHZ ) —-COCH
Methionine Met M 145 .2 CH3-5-(CHZ ) 2-CH(NHZ ) -C0O0H
Phenylalanine Fhe F 185.2 Ph—-CHZ-CH (NHZ ) —C0CH
Proline Pro P 115.1 TH_ (EHZ) S_EIZH_CDDH
Serine Ser 5 105.1 HO-CHZ-CH (NHZ ) —-COCH
Threcnine Thr T 113.1 CH3-CH (CH) -CH (NHZ ) —-C00H
Fh-WH-CH=C-CHZ-CH (NHZ ) —C00H
Tryptophan Trp W 2042 | | 2-CHINHZ)
Tyrosine Tyr ¥ 181.2 HO-p-Fh-CHZ-CH (NHZ ) —C0O0H
Valine Val v 117.1 {CH3) Z-CH-CH (NHZ ) -C00H

Sekil 1. 3 Amino asitler ve yapilari ( Lenhinger ‘’Principles of biochemistry > 2017)
http://www.geneinfinity.org/sp/sp_aaprops.html

Amino asitler proteinlerin yapi taslaridir. Amino asitler bitkilerde ¢ok ¢esitli
ve Onemli rollere sahiptir. Enzimler ve proteinler i¢in yapi taslari olarak, bitki
metabolizmasi ve yapisi i¢in 6nemli bilesenleri saglarlar. Dahasi, niikleotidler,
klorofil, hormonlar ve ikincil metabolitler dahil olmak {izere bitki gelisimi i¢in
kritik olan ¢ok ¢esitli bilesiklerin sentezi i¢in Oncii veya nitrojen [N] vericiler
olarak gorev yaparlar. Bitkiler amino asitleri dogrudan topraktan alabilir veya
inorganik N' yi (yani nitrat ve amonyum) amino asitlere asimile edebilir. Amino
asitler protein biyosentezi sirasinda kullanimlarinin yani sira, diger biyosentez
yollar1 i¢in yapi taslarini da temsil ederler ve bitki stres yanitinda oldugu kadar
sinyallesme siireclerinde de 6nemli rol oynarlar. 20 protein amino asidinin bir

cogu koklerin veya yapraklarin plastidlerinde iiretilir, fakat ayn1 zamanda sitosol,



mitokondri ve peroksizomlar dahil olmak iizere diger hiicresel bdlmelerde
sentezlenirler. Sentezin ardindan, amino asitler hemen metabolizma i¢in kullanilir
gecici olarak saklanir (6rn., Vakiiol) veya floem i¢inde nakledilen vejetatif veya
reprodiiktif dokulara nakledilir. Amino asitler proteinlerin bilesenleri, anabolizma
icin Onciiler ve bazi durumlarda memeli ve bitkilerde sinyal veren molekiiller
olarak islev goriirler (Hausler,Ludewing ve Krueger 2014).

Genel olarak, 20 amino asitlik havuz biyiikligii, bitki hiicresinin gelisimsel
ve fizyolojik durumuna bagl:i olarak kuvvetli bir sekilde farklilasir ve dinamik
olarak degisir. Amino asitlerin katabolizmasi, havuz boyutlarini ayarlamak igin
merkezi bir 6neme sahiptir, ancak simdiye kadar ¢ok daha az dikkat ¢cekmistir.
Amino asitlerin degradasyonu, ayni zamanda, bazi fizyolojik kosullar altinda,
bitki hiicrelerinin enerji durumuna énemli 6l¢iide katkida bulunabilir, 6rn. karbon
acligi.

Bitki hiicreleri, bir bitki yapisinin ¢ogunu olusturan yiiksek miktarda
karbonhidrat (seliiloz ve digerleri) nedeniyle, hayvan hiicrelerine kiyasla diisiik
protein seviyeleri igerir. Bununla birlikte, bitki hiicrelerinin temel yapi tasi
olmalar1 nedeniyle proteinlerin ve amino asitlerin 6nemi gézardi edilemez. Amino
asitler, hiicrede biyokimyasal reaksiyonlarin ¢ogunda rol alirlar, ayrica bitki
biliylimesi, gelisimi, hiicre i¢i birgok fizyolojik siirecler, pH kontrolii, metabolik
enerji liretimi, redoks giicii, biyotik ve abiyotik strese kars1 direng saglarlar. (Moe,
2013; Watanabe et al., 2013; Zeier, 2013; Fagard et al., 2014; Galili et al., 2014;
Ha™ usler et al., 2014; Pratelli and Pilot, 2014). Arabidopsis'in abiyotik strese
metabolik tepkisi iizerine yapilan bir meta-caligmada, lizin ve treonin amino
asitlerinin miktarlarinin arttig1 ortaya konulmustur. (Obata and Fernie, 2012).
Ayrica, hemen hemen tiim serbest amino asit havuzlari, yaprak yaslanmasi
sirasinda biiyiik 6l¢iide artar (Watanabe et al., 2013).

Ayrica yapilan bir ¢ok calismada stres altinda serbest amino asitlerin
miktarmin arttigi goriilmiistiir. Ornegin Prolin amino asitinin stres sirasinda gesitli
bitkilerde artip uyumlu bir ozmoliti temsil ettigi diisiiniilmektedir (Verbruggen ve

Hermans, 2008; Szabados ve Savoure, 2010; Jacoby et all, 2011 ).
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Sekil 1.4 Triglochin maritima L. (Juncaginaceae)’da farkli tuz stresinde prolin

aminoasitinin havuzundaki birikimi (Stewart ve Lee, 1974).

Prolin ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar ¢avdar bitkisinde olmustur (Kemble,
et al 1954 ). Yapilan bir ¢cok ¢alismada ¢evresel stres kosulunda prolin miktarinin
arttig1r gosterilmistir. Prolin birikimi kuraklik (Choudhary, N.L. et al. 2005),
yiiksek tuzluluk (Yoshiba, et al., 1995), yiiksek 1s1k ve UV 1smmimi1 (Saradhi, P.P.
1995), agir metal (Schat, H. et al., 1997) ve oksidatif stres (Yang, S.L. et al.,
2009) gibi biyotik streslere yanit olusturur. Prolinin amino asidinin hiicredeki
temel gorevi, lipit oksidasyonunu engelleyerek membran sistemlerini ve
oOlusturduklart bilesikler araciligiyla da protein yapilarini korumaktir. Fakat son
gergeklestirilen calismalar, prolinin ayni zamanda sinyal iletiminde de gorevli
olabilecegini ve mitokondri fonksiyonlarin diizenlenmesi, hiicre bdliinmesi veya
oliimii ve hatta gen anlatim seviyelerinin diizenlenmesinde de rol oynayan 6nemli
bir serbest amino asit olabilecegini ortaya koymaktadir (Anjum ve ark., 2011;

Liang ve ark., 2013; Kishor ve Sreenibasulu, 2014).

Bitki metabolizmasinin gesitli yonleri ile ilgili son ¢aligmalara ve amino asit
katabolizmasinin sadece normal yaslanma sirasinda degil, ayn1 zamanda kara
bitkilerinde stres toleransinda da nasil 6nemli olabilecegine Ozellikle vurgu
yapilmaktadir (Hildebrandt et al., 2015 ). Amino asitler, sentez ve katabolizma

dengesini gelistirerek, bitkilerin uzun siireli stres kosullarinda hayatta kalmasina



ve ayrica ekin bitkilerinin 6zellikle esansiyel amino asitlerle biyolojik olarak

bozulmasina olanak tanir (Hildebrandt et al., 2015) .

Bir bitkinin yasam dongiisii boyunca katabolik yollardan gegen amino asit
akisinin biiyiik olgiide degismesi beklenebilir. Baslangigta 1s1k yoklugunda Ki
¢imlenme sirasinda tohum depolama proteinleri, biiyiiyen bitki tarafindan gerekli
olan proteinlerin biyosentezi i¢in amino asitleri saglamak {izere bozulur. Ayrica
geng fidelerin enerji talebi, fotosentez aparati tamamen islevsel olana kadar
amino asit oksidasyonu, yag asitleri ve nisasta gibi diger depolama bilesiklerinin
degradasyonu ile giderilir (Galili et al., 2014). Fotosentetik olarak aktif hiicrelerin
biliylimesinde, amino asit biyosentezi, substratlar saglamak {izere diizenlenmistir.
Bununla birlikte amino asitlerin protein bilesikleri rollerine ek olarak siki kontrol
edilen kararli durum seviyeleri baska fonksiyonlarada sahip olduklarinm
diistindiirmektedir (Hildebrandt et al., 2015). Bazi amino asitlerin (6rnegin, serin,
prolin ve 16sin) sinyallesme molekiilleri olarak goérev yaptiklari bazilarinin ise
fitohormonlar1 ve diger sekonder metabolitlerin sentezi i¢in 6nemli olduklar
bulunmustur (Hannah et al., 2010; Szabados and Savoure, 2010; Timm et al.,
2012; Ha" usler et al., 2014; Ros et al., 2014). Bunlara ek olarak sistein amino
asiti ¢ok reaktiftir ve belli bir seviyenin lizerine gelmesi toksit etki yaratir.
Yaslanma sirasinda, besin maddeleri, kaynak yapraklarindan tohum gelismesi i¢in
dokulara yeniden tahsis edilir ve bu nedenle protein ve amino asit degradasyonu
ozellikle yiiksektir (Watanabe et al., 2013). Benzer sekilde, bitkilerde amino
asitlerin kitligina neden olan kosullarda proteinler, proteozom aracili bozunma ve
otofaji gibi katabolik programlarini harekete gegirip amino asit rezervuarlarini
olustururlar (Arau'n jo et al., 2010). Amino asitler daha sonra geri doniistiiriiliir ve
besin sinirlamasi altinda gerekli olan spesifik proteinlerin sentezi i¢in temin edilir.
Amino asit igeriginin diizenlenmesi bitki gelismesinde ve savumainda bunun
yaninda tasimada, karbon, azot dengesinde kritik 6neme sahiptir (Zeier, 2013;
Pratelli and Pilot, 2014).
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Sekil 1.5 Bitki hiicre gelisimi sirasinda amino asit, protein biyosentezi ve par¢alanma
dongiisti (Hildebrandt et al., 2015) Biiyiiyen ve farklilasan hiicrelerde, amino asit ve protein
biyosentezi 6zellikle yiiksektir. Buna karsilik, protein biyosentezi i¢in amino asitler, yetiskin
hiicrelerde, en azindan stres yoklugunda protein degradasyonu ile biiyiik 6l¢iide saglanabilir.

Yaslanma sirasinda protein yikimi ve amino asit degradasyonu 6zellikle yiiksektir.

Amino asitlerin havuz biyikliikleri bitkiler i¢in kritik Oneme sahiptir.
Serbest amino asitlerin havuz biiylikliikleri sadece amino asit biyosentezi ve
degradasyonu oranina degil aymi zamanda proteinlerin biyosentezine ve
pargalanmasina da baglidir .Ortalama bir amino asit i¢in 100 Da'lik bir molekiiler
kiitle g6z oniine alindiginda, bu, 10 nmol / mg taze agirlik araliginda protein-bagl
amino asitlerin havuz boyutlarina karsilik gelir. Aslinda, 20 amino asitin havuz
biiytikliigii sadece 10 faktdrden daha az farklilik gosterir. Arabidopsis thaliana'nin
teorik proteomunda 16sin, en bol amino asidi (% 9.2), triptofan ise en az
miktardadir . Serbest amino asitlerin havuz boyutlari ¢ok daha kiiciik ve ¢ok
cesitli  Arabidopsis  yapraklarmmin  genislemesinde, serbest amino asit
konsantrasyonlar1 <5 pmol / mg taze agirlik (triptofan, tirosin ve izoldsin) ve>
1000 pmol / mg taze agirlik (glutamat) arasinda degismektedir (Watanabe et al.,
2013). Bu biiyiik farkliliklar bireysel amino asitlerin g¢esitli fonksiyonel rollerini
yansitir.Yapraklarda glutamat, glutamin, aspartat ve asparajin, nitrojen

asimilasyonunun baslica iirtinleridir ve bu nedenle havuzlar o6zellikle 1sikta
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biiytiktir (Lam et al., 1995; Coruzzi, 2003). Ayrica, birgok amino asit,
niikleotitler, fitohormonlar veya ikincil metabolitler gibi diger azotlu bilesiklerin
biyosentezine yonelik onciileri temsil eder ve tiim amino asitlerin havuzlar stres
sirasinda ¢ok fazla uyarilir (Hildebrandt, Tatjana M., et al., 2015). Prolinin ¢esitli
bitkilerde stres yaniti sirasinda 6nemli olgiide arttigini ve uyumlu bir osmoliti
temsil ettigi kabul edilmektedir (Verbruggen and Hermans, 2008; Szabados ve
Savoure, 2010; Jacoby., et al ., 2011). Ayrica, gesitli stres sirasinda dalli zincirli
amino asitler de ¢ok fazla uyarilir (Zhao., et al., 1998; Joshi., et al., 2010).
Arabidopsis'in abiyotik streslere metabolik tepkisi iizerine yapilan bir meta-
calisma, lizin ve treoninin bir¢ok stres durumunda ¢ok fazla indiiklendigini ortaya

koymustur (Obata and Fernie, 2012).
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Sekil 1.6 Arabidopsis thaliana'da protein-bagli ve serbest amino asitler. Serbest amino

asitlerin konsantrasyonlari ( Watanabe et al., 2013).

1.2 Bugday

Hizla artan diinya niifusunun besin ihtiyaglarini karsilamak igin heryil daha
fazla gida iretimine ihtiyag duyulmakadir. Bu beslenme problemlerinin
¢oziimiinde sinirl olan tarim alanlart korunmal: ve birim alandaki triin miktarini
arttrmak  biiyiik onem tasimaktadir. Diinya tarim dretiminde ve insan
beslenmesinde bugday ilk siralalarda yer almaktadir (Triticum aestivum L.). 2050
yilina kadar diinya niifusunun 2012 yilina oranla yaklasik %28'lik bir artis
gosterip 9.7 milyara ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonymous, 2013). Buna ek
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olarak; Diinya Gida ve Tarim Orgiitii'ne gore; giiniimiizde diinya niifusunun
yaklasik %12'si (842 milyon insan) aglikla miicadele etmektedir (FAO, 2013).
Bugday yeryiiziinde en fazla ekimi ve iiretimi yapilan tahil bitkisidir. ilk bugdaym
kokeni bereketli hilal denilen topraklarda ( Iran, Tiirkiye, Irak, Liibnan, israil,
Filistin'i kapsayan bolge) bitkilerin dogal melezlenmesi sonucu 12 bin yil 6nce
cikmistir. Bugday ortaya ¢ikisindan sonra yillar boyunca fenotipik ve genotipik
birgok degisiklige ugramistir. , Siyez (Esmer) bugday ile yabani bugdayin
(Aegilops sp.) melezlenmesi sonucunda ise ekmeklik bugdayin (Triticum
aestivum) olusumuna Oncelik ettigi disiiniilmektedir. Eski uygarliklarda daha
Onceleri arpanin  bugdaya gore daha popiiler olmasimna ragmen bugdayin
kabugundan daha kolay ayrilmasi ve ekmek yapimi icin daha elverigli olmasindan
dolay1 6nemi giderek artmistir (Sheaffer and Moncada, 2012). Diinyada bulunan
14 bugday tiiriinden sadece 3 tane tiirlin ekonomik 6zelligi vardir. Bunlar ; 42
kromozomlu Triticum compactum (Topbas) 42 Kromozomlu Triticum aestivum
(Ekmeklik), 28 kromozomlu Triticum durum (Makarnalik)’dur.

Bugdayin en yaygin tiiketim sekilleri un, ekmek, makarna, irmik, biskiivi,
bulgur ve eristedir olmakla birlikte bu iirlinlerin disinda nisasta, tathilar ve
geleneksel iiriinler seklinde de tiiketilmektedir. Bugday insan beslenmesinin yani
sira Ozellikle biiyiik bas hayvancilikta da 6nemlidir.

Diinyada en fazla Bugday ekimi yapan tilkeler Hindistan, Cin ve Rusya' dir.
Tirkiye bu siralamada 9. sirada yer almaktadir. 2011 ve 2012 yillart igerisine
FAO verilerine gore Tirkiye bugday itretiminin %3 lik bir kismim
olusturmaktadir. Bugdaym gen kaynagi olan iilkemiz bu yiizdelikten daha fazla
pay almas: igin birim alanda daha fazla kaliteli ariin almasi gerekmektedir.
Bugday, diinya niifusunun yaklasik %35 inin ve 50 iilkenin temel besin
kaynagidir. Diinyada yillik olarak yaklasik 600 milyon ton iiretimi yapilan bir
tahil {irtiniidiir. Bu nedenle kiiltiir bitkileri igerisinde ekim ve {liretim bakimindan
iilkemizde de ilk sirada yer alir. Tahil iirlinleri igerisinde yer alan bugday, genis
adaptasyon kabiliyetinin yaninda uygun besleme degeri ile tagimasi depolama
ile birlikte islenmesindeki kolaylik ve ekmegin ham maddesi olmasi nedeni ile

diger tahillara gore birgok tistiinliigii vardir.

Triticum aestivum: Bu tiire ait bugday unlarinin ekmeklik olarak diger tiirlerden

daha uygundur. Tane sertligi ve protein miktar tiir icinde genis bir sekilde degisir.
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Iklim ve toprak sartlar1 bu bugdaylarin kalitesi iizerine Onemli etkiler

yapmaktadir. Yazlik veya kislik olarak ekilir, taneler kirmizi veya beyazdir.

Triticum durum: Bu bugday tiirii genel olarak yazlik ekilir, kighk ekilisleri yalniz
Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de goriilmektedir. Diinya iilkelerinde belirli yerlerde
yetigir. Kirmizi taneli ¢esitleri iilkemizde Gilineydogu Anadolu bolgesinde
yetistirilmekte ve bulgur yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica makarna yapiminda

da bu tiir kullanilmaktadir.

Triticum compactum: Ulkemizde orta anadolu ve gecit bolgelerinde
ekilmektedir. Kurakliga ¢ok dayaniklidir. Taneleri beyaz , yapist yumusak ve
protein miktar1 dusiiktiir. Genellikle biskiivi yapiminda kullanilir ve 6z kalitesi
diistiktiir.

Buédayvin Taksonomisi
|
Alem - Plantae — Bitkiler
s
Alt Alem : Tra;cheobi;mta — Damarli Bitkiler

Ust sube : Spermatophvta — Tohumlu Bitkiler

Sube - Magnoliophyta — Cicekli Bitkiler

Sinif ; Liliopsida — Monokotiller

Alt Sinif : Commelinidae

Talam : Poales

Familva - Poaceas — Otsular

Cins : Trificum L. — Bugday
+

Tiir ; Triticum durum Desf.
+

Triticum aestivum L.
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Bugday grubu olarak adlandirilan Triticum L. Poaceaec familyasin da
bulunmaktadir.

Denemede kullanilan bugday alt tiirii;

PAMUKOVA 97

Kurulus: Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Bitki Boyu: 95-105

Protein oranmi (%) : 12-17

BTA (g): 30-40

Hektolitre agirhig (kg): 72-84

Tane verimi (kg/da): 450-900

1.2.1 Bugdayin yetisme kosullar: ve toprak istekleri

Bugday biiylime periodunun baslarinda diisiik sicaklik ve bol nemli hava
seven bir bitkidir. Cimlenme donemindeki ortalama sicaklik 5-10 °C arasinda nem
ise %60 dolaylarindadir. Bugday gelisiminin ikinci evresi olan sapa kalkmada
sicaklik istegi 10-15°C, nispi nem istegi ise %65 dolaylarinda dir. Bugday ¢ogu
torakta yetismesine karsin genellikle en yiiksek verim killi, tinli-killi ve humusca

zengin topraklarda alinmaktadir.

1.2.2 Diinyada ve Tiirkiye’ de bugday iiretim ve tiiketimi

Diinya Niifusunun beslenmesinde ilk siralarda yer alan bugday 2012 yih
verilerine gore yaklasik 216 milyon hektar ile tahillar igerisinde en fazla ekim
alanma sahip olmustur (Cizelge 1.1 ). Uretim bakimindan 674 milyon ton ile
misir ve ¢eltikten sonra 3. sirada yer almistir. Son on yilda bugdayin ekim

alaninda ve veriminde azalma goriilmiistiir (Cizelge 1.2 ) .

Cizelge 1.1 2012 yilina ait verilerele tahillarin diinyada ekim alani, iretim ve verim
degerleri (FAO,2012).
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Tahl Ekim Alam (1000 ha)  Uretim (1000 ton) Verim (kg/da)
Cinsi

Bugday 216.638 674.884 311
Arpa 40310 132.350 268
Cavdar 5.557 14544 261
Yulaf 0.627 20.974 217
Tritikale 3.702 13.701 370
Misir 176.991 875.008 404
Celtik 163.463 718.345 439
Danlar 31.230 25.597 81

Cizelge 1.2 Son 10 y1l da diinyada bugdayin ekim alani, iiretim ve verim degerleri (FAO,
2012).

Yillar Ekim Alam (1000 ha) Uretim (1000 ton) Verim (kg/da)
2003 207.699 560.129 269
2004 216.569 632.144 201
2005 210.573 626.739 285
2006 211.199 602.338 285
2007 216.712 612.852 282
2008 222282 683.014 307
2009 224412 686.836 306
2010 217.057 651.906 300
2011 220.895 701.395 317
2012 216.638 674.884 311

Ortalama 217.303 643.223 205
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Bitki materyali ve yetistirilmesi

Calisma materyali olarak ekmeklik bugday (Triticum aestivum L )
Pamukova -97 ¢esidi kullanildi. Tohumlar Sakarya Misir Arastirma Enstitlisiinden
temin edildi. Tarla kosullarinda bir hafta ara ile iki ayr1 deneme grubu olusturuldu.
5 metre boyunda agilan gizilere bugday togumlar1 20kg/da dozunda Pamukova-97
bugday cesidi dikilmistir. Dikimden sonra 10kg/da N dozunda amonyum nitrat 9
kg/da P dozunda triple siiperfosfat giibrelemesi yapildi.

Calsmaya ait deneme _deseni

Deneme 1 Deneme 2

LRI B ] LI B ]

L3N B B LN B I ]
KONTROL

LN B B ] L3N B B ]

L B B ] LN B I ]

LRI B ] LI B ]
100 mM

L3N B B LN B I ]

LN B B ] L3N B B ]

L B B ] LN B I ]
200 mh

LRI B ] LI B ]

Sekil 2.1 iki seri halinde vyiiriitilen calisjma da Deneme 1 ve Deneme 2 igin kurulan
deneme deseni . Triticum aestivum Pamukova kiiltiir ¢esidi tarla kosullarinda tesadiif bloklarina

boliinmiis parsel deseninde yetistirildi.



17

Sekil 2.2 Tarla kosullarinda 14. Giinde Triticum aestivum L

2.2 Tuz stresinin uygulanmasi

Tohumlar ¢imlendikten 14 hafta sonra tuz stresi uygulamasina baslandi.
Bitkiler parselde {i¢ esit gruba ayrildiktan sonra 0, 100, 200 Mm NaCl iceren
¢ozelti ile haftada bir sulandi. Bitkiler kontrol,100Mm ve 200Mm olacak sekilde 3
gruba ayrildi. Stres uygulamasindan 24 saat sonra kontrol ve stres gruplarindan
bayrak yaprak, kok ve govde ornekleri alindi. Bayrak yaprak érneklemesi 0., 7.,
14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde; Basak 6rneklemesi 35., 42., 49., 56., 63. ve 70.
giinlerde yapildi. Kok ornekleri 0., 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49. ve 56. giinlerde
yapildi. Yaprak, kok ve govde ornekleri hasat edilip sivi azotta dondurulduktan
sonra -80 de saklandi. Deneme farkli zamanlarda iki farkli tarlada birbirinden

bagimsiz 2 seri seklinde yapildi.
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Sekil 2.3 7. giinde Triticum aestivum L bitkisine tuz stresi uygulamasi

2.3 Biiyiime parametrelerinin o6lciilmesi

Biiylime Parametrelerine yonelik analizler i¢in 6rnekleme kontrol, 100 Mm
ve 200 Mm NaCl uygulanan gruplarda 0., 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49., 56., 63.
Ve 70. giinlerde yapildi. Ornekleme giinlerinde her iki deneme serisinde de
kontrol, 100 ve 200Mm NaCl uygulanan gruplardan rastgele secilen 5 er bitki
ornegi alindi. Bitkilerin kok, govde ve 21. giinden itibaren bagsak yas agirliklar
olgiildii. Daha sonra drnekler 70 °C’de 72 saat kurutulduktan sonra kuru agirliklar

tartildi.
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Sekil 2.4 21. glinde Triticum aestivum L

2.4 Klorofil floresans ol¢iimii

Klorofil floresans 6lgtimleri, tuz stresi uygulamasinin 0., 7., 14, 21., 28., 35.
ve 42. giinlerinde yapildi. Olgiimler her iki deneme serisinin rast gele segilen 5
bitkinin bayrak yapraklarindan yapildi. Klorofil floresans dl¢timii yapilirken 1 cm?
"lik alan yaprak klipsi kullanilarak 20 dk siire ile karanlikta bekletildi. 20 dakika
sonunda Plant efficiency analyser (Hansatech) cihazi ile yapraklarin bazal klorofil
floresanst (F0), maksimum fliioresans uyarilmasi (Fm),degisken fliioresans (Fv)

ve Fv/Fm oranlan belirlendi.



Sekil 2.5 35. giinde kontrol, 100 mM NaCl ve 200 mM NaCl uygulanan bitkilerde klorofil

floransi 6l¢iimleri.

2.5 Bagil su miktar

Yapraklarda ki bagil su miktarinin hesaplanmasi i¢in stres uygulamasinin 0.,
7., 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerinde iki deneme serisinin kontrol, 100 ve 200
MM gruplarindan S'er bitkinin bayrak yapraklar1 alinarak Once yas agirliklari
(YA) tartildi. Daha sonra turgorlu agirliklarmin belirlenmesi i¢in yapraklar 5
saatde iyonize suda bekletildi. 5 saat sonunda yapraklarin yiizleri kurulanarak
turgorlu agirliklart tartildi (TA). Son olarak yapraklar 70 °C lik etiivde 72 saat
boyunca kurutularak kuru arrliklart (KA) belirlendi. Kayit altina alinan agirlik
degerleri kullanilarak orneklerin RWC degeri asagidaki formiil ile hesaplandi

(Smart ve Bingham, 1974).

%RWC = [ (YA-KA)/(TA-KA) ] * 100

2.6 Total protein miktarimin belirlenmesi

Yaprak ve basak oOrneklerindeki total protein miktarini belirlemek i¢in

Bradford (1976) yontemi kullanildi. Yaprak ve basak ornekleri once sivi azot ile
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toz haline gelinceye kadar ezildi. Daha sonra iizerine 3mL ImM EDTA VE %2
(w/v) polivinilpolipirrolidon (PVPP) igeren sodyum fosfat tamponu (pH 7.8)
tamponu eklenip homojenizasyonu yapildi. Homojenatlar ependorfa aktarildiktan
sonra +4 °C de 14.000 rpm 'de 30 dk santrifiij edildi. Santriifiij sonrasi temiz
tiiplere alinan siipernatantlar total protein miktarinin belirlenmesinde kullanildi.
Omneklerden 50 pl almarak {izerine 950 ul Bradford ¢ozeltisi eklendi. Karisim
vortekslenip 30dk oda sicakliginda bekletildi ve 595 nm de absorbans degeri
okutuldu. Ayni islemler bovine serum albiimin (BSA) ile hazirlanan protein
standartlarinda da uygulandi. Orneklerin i¢inde ki protein miktar1 standart protein
degeri ile grafik olusturularak hesaplandi. Absorbans 6l¢timleri Shimadzu UV-
1600 ( Shimadzu, Japan ) spektrofotometre cihazi ile 6l¢iildii.

2.7 Basak verimi parametreleri

Basak uzunlugu 6lglimii igin rastgele drneklenen kontrol, 100 ve 200 mM
NaCl uygulanan gruplardan 70. giinde alinan basak Orneklerinde basak dikey
uzunlugu dikkate alinarak, basak eksenin tabanindan baslayip kilciklar harig
tutularak basak ug terminal bolgesine kadar olan mesafenin 6l¢iildii. Basak basina
diisen dane sayisi; basak basina diisen verimli ve verimsiz dane sayisi toplami ile
hesaplanmistir. Kontrol, 100 mM ve 200 mM gruplarindan 70. giinde rastgele
alinan basak oOrneklerinden verimli ve verimsiz daneler sayilarak hesaplama
yapildi. Bin dane agirligi 6l¢timii i¢in kontrol, 100 mM ve 200 mM gruplarindan
ayr1 ayr1 250 tohum tartilarak elde edilen degere 4 ile ¢arpildu.



Sekil 2.6 56. giinde Triticum aestivum L

2.8 Amino asit analizi

Amino asit analizi i¢in yaprak ve basak ornekleri (100 mg) sivi azotta
masere edildi, tizerine 1 mL 0.05 M HCl-etanol (1:1, v/v) ekstraksiyon ¢ozeltisi
eklenerek homojenize edildi. Karisim ependorf tiiplerine aktarilarak 12000 rpm de
15dk +4Cde santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlar alinarak -80°C de
depolandi.

Kromatografik ayirim; ikili pompa, gaz giderici, otomatik 6rnek dagitici ile
donatilmis bir HPLC Agilent 1260 Infinity serisi (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Poroshell 120 EC-C18 (3.0X50
mm, pargacik boyutu 2.7 pum) (Agilent) kolonu bilesikleri ayirmak ig¢in tercih
edilmistir. Mobil fazlar tabloda verilen basamaklara dayanan gradient yikama
(elution) kullanilarak, su ve % 0.1 formik asit karisimi mobil faz A ve asetonitril
mobil faz B olarak kullanilmistir. Kolon 30 °C 'de tutulmus, enjekte edilen 6rnek

hacmi 2 pL ve kullanilan akis oran1 0.5 mL / dak olarak belirlenmistir.
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Siire (dakika) Mobil faz
0 %5B
5 % 62 B
10 % 68 B
19 % 80 B
34 % 95 B
37 %5B
5 Sartlanma dongiisii

MS analizi, kurutucu gaz akisi 14.0 L / dakika; nebil6zor gaz basinei 35 psi;
kurutucu gaz sicakligi 290 °C; sheath gaz sicakligi 400 °C; sheath gaz akist 12
L/dak azotta pozitif iyonda calisan Agilent Dual Jet Stream elektrosprey
iyonizasyon (Dual AJS ESI) arayiizii ile donatilmis bir Agilent 6550 iFunnel
yiiksek ¢oziintirliiklii Dogru Kiitle QTOF-MS kullanilarak yiiriitilmiistiir. Kiitle
spektrumlari, 50-1700 m/z 'lik bir kiitle araliginda negatif iyonizasyon modunda
kaydedilmistir.

Entegrasyon ve veri detaylandirma ‘“MassHunter Workstation” yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Agilent METLIN Metabolomiks veritabani,
kiitiphane ve tam kiitle kisisel bilesik veri tabant ve kiitiiphanesi

(METLIN_AM_PCDL) analitleri tanimlamada kullanilmigtir.
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ESI-MS Degiskenleri

Kurutucu gaz akisi

14.0 L / dakika

Kurutucu gaz sicakhigi 35 psi

Nebilozor gaz basmei 290 °C

Sheath gaz sicakhig 400 °C
12 L/dak

Sheath gaz akisi
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3. BULGULAR

Arastirma projesi kapsaminda Triticum aestivum bitkisine 100 mM ve 200
mM NaCl ile tuz stresi uygulandi. Stres uygulamasi Oncesinde ve stres
uygulamasiin 0., 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49., 56., 63. ve 70. gilinlerinde kontrol
ve NaCl uygulanan gruplardan kok (0.-70. giinler), bayrak yaprak (0.-42. giinler)
ve bagaklanma basladigi zaman (35.-70. giinler) basak 6rnekleri alindi. Biiylime
ve gelisme ile ilgili analizler (yas ve kuru agirhik Olciimleri) govde ve kok
orneklerinde yapildi. Bayrak yaprak Orneklerinde bagil su igerigi, fotosentetik
verim, protein ve aminoasit miktarinin belirlenmesi ile ilgili analizler yapildi. Elde
edilen tiim sonuglar (sekil 3.1-3.18 ve g¢izelgeler 3.1-3.3) kontrol ve tuz stresi

uygulanan gruplarda karsilagtirmali olarak incelendi.

3.1 Kok yas ve kuru agirhiklan

Kontrol, 100 mM ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda kok yas ve kuru
agirliklan tartilarak kaydedildi (sekil 3.1-3.2). Kontrol ve uygulama gruplarinin
kok yas agirliklar: karsilastirldiginda tuz stresi kosullarinda en diisiik degerler 200
mM NaCl uygulanan grupta goézlendi. Kok yas agirliklar1 7. giinde kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda 100 mM NaCl uygulanan grupta %14; 200 mM
NaCl uygulanan grupta ise %39’luk bir azalis gosterdi. 14. giinde 100 mM NaCl
uygulanan grupta %26 oraninda agirliginda azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz
gruplarda %44 azalma goriildi . 21. Giinde 100 mM NacCl uygulanan grupta %39
oraninda agirliginda azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %44
oraninda azalma goriildii. 28. giinde 100 mM’lik grupta %19 luk bir azalis
goriliirken, 200 mM uygulanan grupta %34 liik bir azalma goriildii. 35. giine
gelindiginde ise 100 mM grubunda %34 ‘liikk bir azalma goriiliirken, 200 mM’lik
gurupta %46 lik bir azalma kaydedildi. 42. giinde ise 100 mM’lik grupta %20 lik
bir azalma goriiliirken 200 mM ‘lik grupta %26’ lik bir azalma saptandi. Kok yas
agirliklar 49. giinde 100 mM NaCl uygulanan grupta %40’lik; 200 mM’lik grupta
%51 seviyelerinde diisiis gosterirken, 56. giinde kontrol gruplarina gore 100 mM
grubunda %44’ lik; 200 mM NaCl stresi uygulanan gruplarda ise %58’lik bir

azalma gozlendi.
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0,9
0,8

o 1 I
05 I I I

0 L

0,2
0,1

Kok Yas Agirhig (g)

0.gin  7.gun 14.gun 21.gin 28.gin 35.gin 42.gin 49.glin 56.gln

m KONTROL 100mM m200mM

Sekil 3.1 Triticum aestivum L. bitkisinde tuz stresi kosullarinda 7., 14., 21., 28., 35., 42,
49. ve 56. Giinlerde Kontrol,100 mM ve 200 mM NaCl gruplarinda kok yas agirhik (g)

degerlerinde ki degisimler.

Tuz stresi uygulamasi sonrasinda bitkilerin kok kuru agirliklarinda da
belirgin bir azalma saptandi. Tuz stresi uygulamasinin 7. Giiniinde kok kuru
agirliklarindaki degisim incelendiginde 100Mm NaCl uygulanan grupta %10’luk;
200 Mm NaCl uygulanan grupta ise %17 lik bir azalma gortildii. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 14. giinde 100 mM grubunda %13’lik; 200 mM grubunda
%18’lik; 21. giinde ise 100 mM grubunda % 9°lik; 200 mM da ise %14 liik bir
azalis gozlendi. 28. giinde 100 mM da %9 liik bir azalis gézlenirken 200 mM da
%34 liik bir azalis kaydedildi. Kok kuru agirliklar: 35. giinde 100 mM ve 200 mM
NaCl uygulanan gruplarda sirasiyla %38 ve %55 diizeylerinde azaldi. 42. ve 49.
giin kok kuru agirlik degerleri 100 mM da %20 ve %25 oranlarinda azalirken, 200
mM da %35 ve %45 diizeyinde azaldi. 56. giindeki kok kuru agirlik degisimi
incelendiginde kontrol gruplarma oranla 100 mM NaCl uygulanan grupta
%38’lik; 200 mM NaCl uygulanan grupta ise %57’°lik bir azalma kaydedildi
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Triticum aestivum L. bitkisinde tuz stresi kosullarinda 7., 14., 21., 28., 35., 42.,
49. ve 56. Giinlerde Kontrol,100 mM ve 200 mM NaCl gruplarinda kok kuru agirlik (g)

degerlerinde ki degisimler.
3.2 Govde yas ve kuru agirhklar

Triticum aestivum bitkisinde tuz stresi uygulamalarina bagli olarak govde
yas Ve kuru agirliklarinda gézlenen degisimler Sekil 3.3 ve 3.4 de verilmistir. Tuz
stresi uygulamasinin 7. Giiniindeki veriler kontrol grbu ile karsilastirildiginda 100
mM grupta %17; 200 mM grubunda ise %19 diizeyinde azalma kaydedildi. 14.
Giinde tuz stresi uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda 100 mM
NaCl stresi uygulanan grupta %19 ‘luk bir azalis gozlemlenirken 200 mM tuz
stresi uygulanan gruplarda %25’lik bir azalis gézlemlendi . 21. Giinde ise kontrol
grubu ile stres gruplarini karsilagtirdigimizda 100 mM tuz stresi uygulanan
gruplarda %15 ranida bir azalma 200 mM NaCl uygulanan gruplarda %20
oraninda bir azalma gozlemlendi .Uygulamanin 28. giiniinde 100 mM grubunda
%11’1ik bir azalma 200 mM grubunda ise %16’lik bir azalma gorildi.
uygulamasinin 35. giinde 100 mM NaCl stresi uygulanan grup kontrol grubuna
oranla % 22 agirhginda gerileme 200 Mm grubunda ise %30 oraninda azalig
gozlemledik. 42. giin 6rneklerimizi kontrol grubu ile karsilastirdigimizda 100 mM
NaCl stresi uygulanan gruplarda %38 oraninda bir azalma 200 mM NaCl igeren
gruplarda %48 oraninda azalma gozlemlendi. 49. Giinde 200 mM grubunda %32
oraninda azalma 200 mM NaCl uygulanan grupta ise %45 oraninda bir azalma

goriildii. Son giiniimiiz olan 56. Giine baktigimizda kontrol grubu ile
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karsilagtirdigimiz stres grubundan 100 mM NaCl uygulanan grupta %28 oraninda
azlama 100 mM NaCl uygulanan grupta ise %32 oraninda bir azalma goriildi. (
Sekil 3.3).

D kEBEL
| |

0.glin 7.glin 14.glin 21.glin 28.glin 35.glin 42.guin 49.guin 56.gln

Govde Yas Agirligi (g)

B KONTROL 100mM m200mM

Sekil 3.3 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49.
ve 56. Giinlerde Kontrol,100 mM ve 200 mM NaCl gruplarinda govde yas agirlik (g) degerlerinde
ki degisimler.

Triticum aestivum bitkisinde tuz stresi uygulamasi sonrasinda gévde kuru
agirliklarinda meydana gelen degisimler sekil 3.4’te verilmistir. Govde yas
agirhginda oldugu gibi goévde kuru agirhigindaki degisimde uygulanan tuz
konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagl olarak degisiklik gosterdi. Ornegin
7. Giinde stres gruplar1 kontrol gruplart ile karsilagtirildigin da , 100 mM NaCl
uygulanan grupta %19’lik; 200 Mm NaCl uygulanan grupta ise %22 lik bir artis
goriildi. 14. Giin govde kuru agirligmma bakildiginda 100 mM NaCl stresi
uygulanan grupta %22, 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %30 oraninda bir
azalma gorildi. 21. Gilinde ise kontrol grubu ile stres gruplarim
karsilagtirdigimizda 100 mM tuz stresi uygulanan gruplarda %8 oranida bir
azalma 200 mM NaCl uygulanan gruplarda %28 oraninda bir azalma
gozlemlendi. Uygulamanin 28. giiniinde 100 mM grubunda %12’lik bir azalma
200 mM grubunda ise %24 ’lik bir azalma goriildii. Uygulamasinin 35. giinde
100 mM NacCl stresi uygulanan grup kontrol grubuna oranla % 25 agirliginda
gerileme 200 Mm grubunda ise %28 oraninda azalis gozlemledik. 42. giin

orneklerimizi kontrol grubu ile karsilastirdigimizda 100 mM NaCl stresi
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uygulanan gruplarda %26 oraninda bir azalma 200 mM NaCl igeren gruplarda
%38 oraninda azalma gozlemlendi. 49. Gilinde 200 mM grubunda %28 oraninda
azalma 200 mM NaCl uygulanan grupta ise %42 oraninda bir azalma goriildii.
Govde kuru agirlik degisimi 56. giinde incelendiginde 100 mM NaCl uygulanan
gruplarda %26 200 mM  NaCl uygulanan gruplarda ise %29 oraninda azalma
gozlemlendi. (Sekil 3.4 ).

3,5

w

N
o

N
=
=
=

H
=

Govde Kuru Agirhgi (g)
=
(9]
—
=
—

o
5

o

O0.gin 7.gun 14.gin 2l.gun 28.gin 35.glin 42.gin 49.glin 56.gln

m KONTROL 100mM m200mM

Sekil 3.4 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49.
ve 56. Giinlerde Kontrol,100 mM ve 200 mM NaCl gruplarinda gévde kuru agirhik (g)

degerlerinde ki degisimler.
3.3 Basak yas ve kuru agirhklari

Kontrol, 100 mM ve 200 mM NaCl uygulanan gruplardan alinan basak
orneklerinin yas ve kuru agirliklar tartilarak kaydedildi (sekil 3.5 ve 3.6). Basak
olusumunun baslangict olan 21. giinden itibaren 100 mM ve 200 mM NaCl stresi
uygulanan gruplarda hem yas hem de kuru agirliklarda kontrol grubuna gore
belirgin bir azalma goriildii. Basak yas agiriklarina baktigimizda 21. Giin yas
agirliklart kontrol grubu ile karsilastirdigimizda 100 mM  NaCl uygulanan
grupta %22 oraninda agirliginda azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda
%29 azalma gorildi. 28. Gilinde ise 100 mM NaCl uygulanan grupta %17
oraninda agirliginda azalma, 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %36
oraninda azalma gériildii. Ozellikle basakta dane dolumunun basladig1 35. giinde

kontrol grubu ile karsilagtirildiginda basak yas agirligt 100 mM NaCl uygulanan
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grupta %50; 200 mM NaCl uygulanan grupta ise %55 oranlarinda azaldi (Sekil
3.5). 42. gline baktigimizda 100 mM NaCl uygulanan grupta %55 oraninda
agirliginda azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %59 azalma goriildii.
49. giinde 1se 100 mM NaCl uygulanan grupta %66 oraninda agirliginda azalma ,
200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %76 oraninda azalma goriildii. Son giin
olan 56. giinde 100 mM NaCl uygulanan grupta %19 oraninda agirliginda azalma
, 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %36 azalma gozlemledik.

6 A

(52}
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N

Basak Yas Agirhg (g)
w

[EEY

o

21.gln 28.gln 35.gln 42.gln 49. glin 56. glin

m KONTROL 100 mM m 200 mM

Sekil 3.5 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 21., 28., 35. ve 42.
giinlerde Kontrol 100 mM ve 200 mM NaCl gruplarinda basak yas agirlik (g) degerlerinde ki

degisimler

Basak kuru agirliginda stres uygulamasinin 21. giinlinde ise stres gruplari
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 100 mM  NaCl uygulanan grupta %11
oraninda agirliginda azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %15
oraninda azalma meydana geldi . 28. gilinden itibaren kontrol ve tuz stresi
uygulanan gruplar arasinda belirgin farkliliklar goriildii 100 mM NaCl uygulanan
grupta %55 oraninda kuru agirhikta azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz
gruplarda %43 oraninda azalma goriildii. 35. glinlerde 100 mM NaCl grubunda
%47°lik; 200 mM NaCl grubunda ise %57’lik bir azalma belirlendi. Tuz stresi
uygulamasinin 42. giinline gelindiginde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
100 mM grubunda %53 lik; 200 mM grubunda ise %57 ’lik bir azalma
kaydedildi. 49. giinde 100 mM NaCl uygulanan grupta %47 oraninda agirliginda
azalma , 200 mM NaCl uyguladigimiz gruplarda %67 oraninda azalma

gozlemledik. Son giinlimiiz olan 56. giinde 100 mM NaCl uygulanan grupta
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kontrol grubu ile karsilastiriln stres gruplarinin basak kuru agirliklrinda 100 mM
NaCl uygulanan grupta %19 oraninda agirliginda azalma , 200 mM NaCl
uyguladigimiz gruplarda %36 azalma gozlemledik. (Sekil 3.6 )

3,5 -
3
2,5
2
1,5
1

0,5

0

21giln 28.gln 35.glin 42.gln 49. glin 56. gin

m KONTROL 100mM m200mM

Sekil 3.6 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 21., 28., 35. ve 42
giinlerde Kontrol 100 mM ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda basak kuru agirlik (g)

degerlerinde ki degisimler.
3.4 Fotosentetik verim

Bitkilerin tuz stresinden etkilenme derecelerini gosteren parametrelerden
biri de fotosentetik verimdir. Bugday bitkisine uygulanan tuz stresinin fotosentetik
verim {izerine olan etkisinin saptanmasi i¢in 0., 7., 14., 21., 28. 35. ve 42.
giinlerde Fv/Fm oranlar1 6l¢iildii (sekil 3.7). Genel olarak Fv/Fm degerleri kontrol
grubunda 0.842.- 0.848 ; 100 mM NaCl uygulanan grupta 0.716 - 0.859 ; 200 mM
NaCl uygulanan grupta ise 0.820 - 0.840 arasindaki belirlendi. Tiim sonuglar
karsilagtirildiginda kontrol gruplar ile stress uygulamasi yapilan gruplar arasinda
fotosentetik verim degerleri agisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik

gorilmedi.
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Sekil 3.7 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 21., 28., 35. ve 42,
giinlerde Kontrol 100 mM ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda fotosentetik verim (Fv/Fm )

degerlerindeki degisimlerin belirlenmesi.
3.5 Bagil su icerigi (RWC)

Bugday bitkisinde tuz stresi uygulamasi sonrasinda yapraklarin bagil su
icerigindeki degisimler belirlendi (sekil 3.8). Stres uygulamasinin 7. giiniinde
kontrol gruplari ile karsilastirilan stres gruplarindan 100Mm NaCl uygulanan
grupta %13’liik, 200 mM NaCl uygulanan grupta ise %17 lik bir azalis belirlendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 14. giinde tuz stresi uygulanan gruplarin
RWC degerlerinde 100 mM NaCl uygulanan grupta %9 200 mM NaCl
uygulanan gruplarda %10’luk 21. giinde 100 mM grubunda %21 ‘lik 200 mM
grubunda %35°lik bir azalis gozlemlenmistir. 28. Giinde kontrol grubu ile
karsilagtirilan stres gruplarimizdan ,100 mM NaCl grubunda %13 ‘likk ve 200
mM grubunda %19’luk bir azalis gozlemlenmistir. 35. giine geldigmizde ise 100
mM NaCl grubunda %31 ,200 mM da ise %36 lik bir azalma saptandi. Son
giiniimiiz olan 42. Giinde ise 100 mM NaCl grubunda %35 200 mM  NaCl

uygulanan stres grubunda ise %42 oraninda azalma goriildii.
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Sekil 3.8 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 0., 7., 14., 21., 28. ve 35.
giinlerde Kontrol 100 mM ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda bagil su igerigi degerlerindeki

degisimlerin belirlenmesi.

3.6 Total protein miktarimnin belirlenmesi

Bugday bitkisinde tuz stresi kosullarinda bayrak yaprak ve basak
orneklerinde protein miktarindaki degisimler belirlendi (sekil 3.9 -3.10 ). Genel
olarak yaprak oOrneklerinde tuz stresi uygulanan gruplarda protein miktarinin
azaldig gorildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 7. ve 14. giinlerde 100 mM
NaCl uygulanan grupta belirgin bir degisiklik gozlenmezken, 200 mM NaCl
uygulanan grupta protein miktarinda %20’lik bir azalma tespit edildi. 21. giinde
ise her iki tuz stresi grubunda da protein miktarlart azaldi (100 mM grubunda
%21, 200 mM grubunda ise %40’lik oraninda). Takip eden giinlerde yaprak
protein miktarinda meydana gelen degisim giderek ylikselen oranlarda azalma
olarak kaydedildi. 28. giinde 100 mM grubunda %40; 200 mM grubunda ise
%50lilik bir azalma gozlendi. 35. giinde 100 mM NaCl grubunda %43’liik; 200
mM NaCl grubunda ise %65 lik bir diisiis belirlendi. Yaprak orneklerinin alindig
son giin olan 42. giinde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda 100 mM
grubunda %49; 200 mM grubunda ise %54’liik bir azalma goriildii.
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Sekil 3.9 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 0., 7., 14., 21., 28., 35. Ve

42. Giinlerde bayrak yaprakta protein miktarinin belirlenmesi.

Basak orneklerindeki protein miktarlarina baktigimizda ise 35. Giinde stres
grubu ornekleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda 100 mM NaCl grubunda
%S51 oraninda azalma ve 200 mM NaCl uygulanan grupta %52 oraninda azalma
goriildii. 42. Giinde 100 mM NaCl grubunda %61 oraninda azalma ve 200 mM
NaCl uygulanan grupta %67 oraninda azalma goriildii. 49. giinde ise 100 mM
NaCl grubunda %56 oraninda azalma ve 200 mM NaCl uygulanan grupta %76
oraninda azalma goriildii. 56. giine baktigimizda 100 mM NaCl grubunda %74
oraninda azalma ve 200 mM NaCl uygulanan grupta ise %85 oraninda azalma
meydana geldi . 63. Giin analizlerinde kontrol grubu ile karsilagtirilan 100 mM
NaCl grubunda %83 oraninda azalma ve 200 mM NaCl uygulanan grupta ise
%82 oraninda azalma gozlemlendi. Analiziizin son giinii olan 70. giinde ise 100
mM NaCl grubunda %92 oraninda azalma ve 200 mM NaCl uygulanan grupta

da %92 oraninda protein igeriklerinde azalma gdzlemlendi.
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35.glin 42.gin 49.gun 56.gln 63.gln 70.gln

Protein miktari
(g mL-1)

m Kontrol 100mM NaCl m200mMNacCl

Sekil 3.10 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 35., 42., 49., 56., 63. ve

70. glinlerde bagakta protein miktarinin belirlenmesi.
3.7 Basak verimi ile ilgili parametreler

Basak veriminin belirlenmesi i¢in basakta bulunan dane sayisi, bin dane
agirhigr ve basak uzunlugu belirlendi. Bu degerler sadece tuz stresi uygulamasinin
ve denemenin son giinii olan 70. giiniinde ol¢iildi (¢izelge 3.1). Basak uzunlugu
Ol¢iimleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 100 mM  NaCl uygulanan
gruplarda %1 oraninda azalma 200 mM NaCl uygulanan gruplarda %6 oraninda
azalma gozlemlendi. Basakta bulunan dane sayisinda c¢ok asir1 bir fark
gozlemlenmezken kontrol grubu ile karsilastirdigimiz zaman 100 mM NaCl stresi
uyguladigimzi grupta %5°lik bir azalma 200 mM NaCl uygulanan grupta %9 ’luk
bir azalma goriildii. Hesaplanan 100 dane agirligi verileri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 100 mM NaCl uyguladigimiz grupta %12 oraninda bir azalma
200 mM NacCl uyguladigimiz grupta ise %33’liikk bir azalma gozlemledik (¢izelge
3.1).



Cizelge 3.1 Triticum aestivum L bitkisinde tuz stresi kosullarinda 70. giinlerde basakta bulunan
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Basakta bulunan dane sayisi 1000 dane agirhg Basak uzunlugu
KONTROL 35,743,22 25,5129 8,640,27
100 mM 33,8+2,48 2612 30 8,510,25
200 mM 32,4+2 54 15,8298 8,110,17

dane sayist , 1000 dane agirlig1 (g) ve basak uzunlugu (cm ) verileri .

3.8 Yaprak ve basak orneklerinin amino asit profilinin belirlenmesi

bayrak yaprak (7.-42. giinler) ve basak (35.-70. giinler) 6rneklerinin amino asit
profili Ege-Matal’da Agilent marka LC-qTOF-MS cihaz1 ile kalitatif olarak
belirlendi. Orneklerde belirlenen fenil alanin, lizin, treonin, tirozin, glutamin,

arginin, glutamat vb amino asitlere ait érnek MS-spektrumlari sekiller 3.11-

Kontrol ve tuz stresi (100 ve 200 mM NaCl) uygulanan gruplardan alinan

3.18’de verildi.

MS Spectrum
x10 5 |Cpd 95: DL-Phenylalanine: +ES| Scan (r: 5.008 min) Frag=300.0V mh_1.d
61 120.p808 214.9181 §22.0098
5
4_
3
*
2
1] k 344.8758 561.1788
| \| L I

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Sekil 3.11 Fenilalanin amino asitinin MS-spektrumu.

MS Spectrum
x10 5 |Cpd 30: L-Lysine: +ESI Scan (rt: 2.473 min) Frag=300.0V mh_1.d
| 214.9181 922.0098

4]

3_

2
130.0864

1 344.8757 .
‘ L 4748330 J

o - on o — Jl’ T

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




37

Sekil 3.12 Lizin amino asitinin MS-spektrumu.

MS Spectrum

x10 5 |Cpd 85: L-Tyrosine: +ESI| Scan (rn: 4.163 min) Frag=300.0V mh_1.d
922.0088

2149173

21 121.0509

1 || J' h 344.8752 4748329
|| i L

o

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.13 Tirozin amino asititinin MS-spektrumlari.

MS Spectrum

x10 6 |Cpd 49: L-Glutamine: +ES| Scan (rt: 2.758 min) Frag=300.0V mh_6.d

*

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.14 Glutamin amino asitinin MS-spektrumu.

MS Spectrum

x10 5 |Cpd 46: L-Arginine: +ES| Scan (rt: 2.646 min) Frag=300.0v mh_9.d

i 336.8435

3.5 922.0098
31 266.1603

2.5
2] 122.9248

1.5
14

542.7309 I i ’ I

G672.6877

0.5 840.6110
0 L i Lll lJ. LILJLILLLLL [ TPTRTR R,

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.15 Arginin amino asitinin MS-spektrumu.
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MS Spectrum

x10 5 |Cpd 102: Thr Leu: +ESI Scan (rt: 5.235 min) Frag=300.0V mh_7.d
74 120.psos 522.0098

5 214.9180

303.0843

| L “ 474.8326
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.16 Treonin-16sin amino asitlerinin MS-spektrumlari.

MS Spectrum
%10 5 |Cpd 143: lle Leu: +ESI Scan (rt: 7.714 min) Frag=300.0V mh_7.d

522.p098
3.51

3_
2.5
2_
1.5
14
0.5
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546.4533 656 5421

328.2233 773.2135
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.17 1zolosin-16sin amino asitlerinin MS-spektrumu.

MS Spectrum
x10 6 |Cpd 35: L-Glutamate: +ESI| Scan (rt: 1.519 min) Frag=300.0V mh_40.d
354 104.1075
34
2.5
2_
1.54
14 922.0098
415.0764
0.5 . 208.0425 595.1386 747.0581
Mool Al " Lo i
[ ol | ) T [ 1) [} 1 1 0 [ 1 [ [ 1 0 1 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counls vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 3.18 Glutamat amino asitinin MS-spektrumu.

Bayrak yaprak 6rneklerinde kalitatif olarak belirlenen amino asitler ¢izelge
3.2°de verildi. Genel olarak incelendiginde bayrak yaprak orneklerinde arginin,
glutamin, glutamik asit, fenilalanin, triptofan, lisin, 16sin, izolosin, valin, treonin

ve tirozin olmak ftizere toplam 11 amino asit belirlendi. Kantitatif analiz
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yapilmadigr i¢in kontrol ve tuz stresi uygulanan gruplarda belirlenen amino
asitleri karsilatirmak icin goreceli olarak birim kavrami kullanildi. Arginin amino
asidi 7. giin kontrol grubunda 2 birim; 100 mM ve 200 mM NaCl uygulanan
gruplarda ise 1 birim olarak saptandi. 14. giin 6rneklerinini hi¢bir grubunda
arginin bulunmazken, 21. giinde sadece 200 mM NaCl uygulanan grupta goriildii.
28. giinde kontrol grubunda 2 birim, 100 ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda
I’er birim bulundu. Arginin, 35. giinde sadece 100 mM NaCl uygulanan grupta
gozlenirken, 42. giinde her iki tuz uygulamasi grubunda da 1 birim tespit edildi.
Glutamin amino asiti ise tuz uygulamasinin 7. giiniinde 200 mM NaCl uygulanan
grupta 2 birim goriildi. 14. giinde 200 mM grubunda 1 birim glutamin bulunurken
21. glinde 100 mM NaCl grubunda 2 birim; 200 mM NaCl grubunda 1 birim
gozlendi. 28. Giinde ise kontrol ve 200 mM NaCl gruplarinda 1’er birim olarak
kaydedildi. Glutamik asit sadece 35. giin kontrol grubunda 1 birim olarak

bulundu.
R Q ElF W |'Y K L V | T
7 Kontrol X X XXX X X X XXX | % XXX | XXX
7 100mM NacCl X X X X X X X X X X X X
7 200mM NacCl X XX XXX X X XX XX
14 Kontrol X x x x
14 100mM NacCl
14 200mM NaCl X
21 Kontrol x
21 100mM NacCl XX XX
21 200mM NacCl X x x
28 kontrol xx | x XX
28 100mM NacCl X X
28 200mM NacCl X X XX
35 Kontrol x| xx
35 100mM NacCl XX XXX | XX X
35 200mM NacCl XX
42 Kontrol XXX
42 100mM NaCl x x
42 200mM NacCl X XXX XX

Cizelge 3.2 Kontrol ve tuz stresi uygulanan gruplardan alinan yaprak 6rneklerinde kalitatif
olarak belirlenen amino asitler. ( R: arginin , Q: glutamin , E : glutamik asit , F: fenilalanin , W:

triptofan , Y: trozin , K: lisin, L: 16zin ,V: valin , I: isoldsin , T: trionin)

Tiim gruplarda deneme boyunca yogun olarak buldugumuz fenilalanin 7.

giin kontrol ve 100 mM NaCl uygulanan gruplarda 3 birim; 200 mM NaCl
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uygulanan grupta ise 2 birim bulundu. 21. giinde ise hem kontrol hem de tuz stresi
uygulanan gruplarda 2 birim goézlendi. 28. giinde kontrol ve 200 mM NaCl
uygulanan gruplarda 2 birim; 100 mM NaCl uygulanan grupta ise 1 birim tespit
edildi. 35. giinde en fazla miktarda (3 birim) 100 mM NaCl grubunda goriiliirken,
kontrol ve 200 mM NaCl uygulanan yaprak Orneklerinde 2 birim saptandi.
Bununla birlikte, 42. degerleri ele alindiginda en yiiksek (3 birim) fenilalanin
miktarinin kontrol ve 200 mM NaCl uygulanan bitkilerde goriildiigii, 100 mM
NaCl uygulanan grupta ise 2 birim fenilalanin biriktigi gozlendi (¢izelge 3.2).

Diger amino asitler incelendiginde aralarinda c¢ok belirgin bir korelasyon
gozlenmedi. Triptofan amino asidi yalnizca 35. glinde 100 mM grubunda 2 birim
bulundu. Tirozin amino asiti 7. giinde kontrol ve tuz stresi uygulanan gruplarda
I’er birim; 14. giinde ise yalnizca kontrol grubunda 1 birim goriildii. 35. giinde ise
100 mM NaCl grubunda 1 birim; 42. giinde yine ayni grupta 2 birim olarak
saptandi (cizelge 3.2). Yaprak orneklerinde lisin amino asidi sadece 7. glinde tim
gruplarda 1 birim goriildii. Losin amino asiti 7. giinde kontrol grubunda 3 birim;
100 ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda ise 2’ser birim bulundu. 14. giinde ise
sadece kontrol grubunda 1 birim olarak belirlendi. Valin amino asidi 7. giinde
kontrol ve 100 mM NaCl uygulanan gruplarda 1 birim olarak bulundu. Izolosin
amino asidi 7. giin kontrol grubunda 3 birim; 100 mM NaCl uygulanan grupta ise
2 birim tespit edildi. Treonin amino asidi 7. giin 6rneklerinde kontrol gubunda 3
birim, 100 mM NaCl uygulanan grupta 1 birim ve 200 mM NaCl uygulanan
grupta 2 birim olarak bulundu .14. giin 6rneklerinde ise sadece kontrol grubunda 1

birim olarak belirlendi.

Basak orneklerinde kalitatif olarak belirlenen amino asitler Cizelge 3.3°te
verildi. Orneklerde basaklanmanm basladig1 35. giinden son hasatin yapildig1 70.
giin sonuna kadar belirlenen amino asitler sunlardi; arginin, glutamin, glutamik
asit, fenilalanin, triptofan, tirozin, lizin ve histidin. 35. giinde 3 grupta da (kontrol,
100mM NaCl, 200 mM NaCl) 3 birim arginin belirlendi. 42. giinde kontrol ve 100
mM NaCl grubunda 2 birim; 200 mM NaCl uygulanan grupta ise 3 birim aginin
bulundu. 49. giinde {i¢ grupta da 3 birim arginin bulunurken, 56. giin kontrol
grubunda 1 birim; 100 mM NaCl ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda ise 2

birim arginin saptandi. 63. giinde tiim gruplarda 3 birim arginin goriildii. Bununla
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birlikte, 70. giinde kontrol grubunda 2 birim; 100 mM NaCl grubunda 3 birim;
200 mM NacCl grubunda ise 1 birim arginin tespit edildi.

Glutamin amino asiti ise ; 35. Giin kontrol grubunda 2 birim , 200 mM NacCl
uygulanan grupta 3 birim olarak bulundu . 42. giinde glutamin kontrol ve 100 mM
NaCl uygulanan grupta 1 birim bulunurken 200 mM grubunda goriilmedi.49. giine
baktigimizda 100 ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda glutamin 2 birim
goriildii. Glutamat amino asidi, 35.glinde kontrol grubunda 2 birim; 100 mM NaCl
grubunda 1 birim belirlendi. 42. ve 49. giin 6rneklerinde kontrol ve 100mM NacCl

gruplarinda 1’er birim; 56. giinde ise tiim gruplarda 1’er birim olarak saptandi.

R Q E F W Y K H
35 Kontrol XXX XX XX XXX
35 100mM NaCl XXX X XXX XX
35 200mM NacCl XXX XXX XX XX
42 Kontrol XX x x XXX XX
42 100mM NaCl XX x x XX x x
42 200mM NacCl XXX XX XXX X
49 Kontrol XXX XX X XXX X
49 100mM NaCl XXX x XX XXX
49 200mM NacCl XXX XX XXX XX x
56 Kontrol x x XX XX x
56 100mM NaCl XX x x
56 200mM NaCl XX x x x x
63 Kontrol XXX XXX
63 100mM NaCl XXX XX
63 200mM NaCl XXX XX XXX
70 Kontrol XX x XXX
70 100mMNacCl XXX XX
70 200mM NaCl x XXX

Cizelge 3.3 Kontrol ve tuz stresi uygulanan gruplardan alinan bagak 6rneklerinde kalitatif
olarak belirlenen amino asitler.( R: arginin , Q: glutamin , E: glutamik asit , F: fenilalanin, W:

Triptofan, Y: tirozin, K: lizin, H: histidin, L: 16sin)

Fenilalanin; 35. giinde kontrol ve 100 mM NaCl uygulanan grupta 3 birim;
200 mM NaCl uygulanan grupta ise 2 birim bulundu. 42. giline baktigimizda
kontrol grubunda 3 birim; 100 ve 200 mM NaCl uygulanan grupta ise 2 birim
gorildii. 49. glinde kontrol ve 200 mM NaCl uygulanan grupta 3 birim; 100 mM
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NaCl uygulanan grupta ise 2 birim belirlendi. 56. Giinde, kontrol grubunda 2
birim; 100 ve 200 mM NaCl uygulanan gruplarda ise 1’er birim olarak tespit
edildi. Fenilalanin amino asidi, 63. giinde yalnizca 200 mM NaCl uygulanan
grupta (2 birim) ve 70. Giinde ise kontrol grubunda 1 birim olarak saptandi.
Triptofan amino asidi, 35.giinde sadece 100 mM NaCl uygulanan grupta 1 birim
bulundu. 42. giinde kontrol grubunda 2 birim; 200 mM NaCl grubunda ise 3 birim
olarak gozlendi. 49. giinde kontrol grubunda 1 birim; 100 mM NaCl grubunda 3
birim; 200 mM NaCl grubunda ise 2 birim olarak belirlendi. 56. giinde kontrol
grubunda 2 birim, 200 mM NaCl grubunda ise 1 birim tespit edildi. 63. giinde
kontrol grubu ve 200 mM NaCl uygulanan grupta 3’er birim; 100 mM NaCl
grubunda ise 2 birim gorildii. Tritofan, 70. giinde ise kontrol ve 200 mM NaCl
gruplarinda 3’er birim; 100 mM NaCl grubunda ise 2 birim bulundu. Diger amino
asitlerden lizin ve histidin 42. Tuz stresi uygulanan gruplarda 1’er birim goriildii
(lizin, 200 mM NaCl grubunda, histidin, 100 mM NaCl grubunda). Tirozin; 35.
giinde 200 mM NaCl grubunda 2 birim; 42. giinde 100 mM NaCl grubunda 1
birim tespit edildi. 49. giinde 200 mM NaCl grubunda 1 birim; 56. Giinde ise hem
kontrol grubunda hem de 200 mM NaCl uygulanan grupta 1’er birim gézlendi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik, agir metal birikimi gibi ¢esitli
cevresel stresler dogal bitki Ortiisiinii ve tarimsal iiretimi belirgin bir bigimde
tehdit eder (Wang et al., 2003). Adi gecen stresler arasinda tuz stresi diinya
genelinde 6zellikle verimli tarim arazilerinin kaybedilmesine neden olan ciddi bir
sorundur (Boyer, 1982). Ekilebilir arazilerin daha fazla tuzlanmasi kiiresel olarak
olumsuz bir etkiye sahip olacaktir. Oniimiizdeki 25 yil icinde diinya genelinde
tarimsal arazilerin yaklasik %30’unun; 2050 yilinda ise yaklasik %50’sinin
kaybedilecegi 6n goriilmektedir (Wang et al., 2003). Diinya genelinde tuz
stresinden etkilenen topraklarin toplam alaninin yaklasik 830 milyon hektar
oldugu tahmin edilmektedir (Martinez-Beltran and Manzur, 2005). Artan diinya
niifusu ve bunun aksine azalan tarimsal {liretim Onlimiizdeki yillarda ¢ok biiyiik
bolgesel ve kiiresel sorunlarin aciga c¢ikmasina neden olacaktir. Bu nedenle tuz
stresi gibi tarimsal {iretimi kisitlayan cesitli stres faktorlerine dayanikli bitkilerin
gelistirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Tuz stresinin bitkiler lizerindeki etkisinin
detayli olarak incelenmesi ve dogal olarak tolerans gelistirmis bitkilerin savunma

mekanizmalariin anlasilmasi gereklidir.

Tuz stresi, bitki hiicrelerinde tuz iyonlarinin birikimi sonucunda hem
topraktan su aliniminin kisitlanmasina hem de biriken iyonlarin toksik etkisine
neden olur. Bu nedenle ozmotik stres ve iyonik stres etkilerini birlikte igerir.
Bitkilerde tuz stresi biiylime ve gelisme siireglerini olumsuz etkiler. Yaprak alani,
yaprak uzunlugu, kok uzunlugu ve kuru agirlik gibi biliylime parametrelerinde
belirgin bir azalmaya neden olur (Ashrafuzzaman et al., 2002). Tohum
¢imlenmesi, su ve besin alimi ve biliylime dahil bitkilerin tiim fizyolojik,
morfolojik ve biyokimyasal siirecleri tuzluluktan etkilenir (Willenborg et al.,
2004). Tuz stresi, fizyolojik siiregleri, Ozellikle fotosentezi bozarak bitki

bliylimesinde ve verimliliginde azalmaya neden olur (Sudhir et al., 2004).

Calismamizda kuraklik stresine toleransli bir ekmeklik bugday cesidi olan
Pamukova bitkisinde farkli biiyiime evrelerinde tuz stresinin biiylime, gelisme
stireglerine olan etkilerini ve amino asit profilindeki degisimi inceledik. Genel

olarak biiylime ile ilgili parametrelerde (kok ve govde yas- kuru agirligi) stres
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uygulamast ile birlikte kontrol gruplari ile karsilastirildiginda belirgin bir azalma
goriildii. Benzer sonuglar daha once yapilan tuz stresi ile ilgili caligmalarda da
goriilmiistiir (Cuin et al., 2010). Calismamizda tuz stresi uygulamasi sonucunda
yas ve kuru agirliklarda en fazla azalmanin en yiiksek tuz konsantrasyonu (200
mM NaCl) uygulanan grupta oldugu goézlendi. 200 mM tuz uygulanan gruplarda
kok yas agirligindaki azalma daha belirgindir. Ancak zamana bagli degisim
incelendiginde  ozellikle 42. glnden itibaren kontrol gruplan ile
karsilagtirildiginda tuz stresi uygulanan gruplarda goriilen azalma seviyelerinin
daha disiik oldugu belirlendi. Kok kuru agirliklarinda meydana gelen degisim
genel olarak degerlendirildiginde erken donemde azalma oranlarinin daha belirgin
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte yine en diisiik kok kuru agirlik degerleri
200 mM NaCl uygulanan gruplarda bulunmaktadir. Basak yas ve kuru agirlhik
verileri degerlendirdiginde ise artan tuz konsantrasyonu ve stres siiresine bagl
olarak her iki tuz grubunda da belirgin bir azalma goriildi. Elde ettigimiz bulgular
Blum and Jordan ( 1985)’m yapmis oldugu calismalar ile paralellik
gostermektedir. Bugday bitkisinde basak biiyiime ve gelisme siirecleri ile ilgili
degerler 6nemli verim kriterleridir. Bu baglamda, basak yas ve kuru agirliklarinda
meydana gelen degisimlerin belirlenmesi tuz stresinin bitkiyi ne oranda
etkiledigini anlayabilmemiz acisindan &nem tasimaktadir. Ozellikle basaklarin
dolma doneminden itibaren basak yas ve kuru agirliklarinda her iki tuz
uygulamasinda da belirgin azalma goriildii. Bu oranlar beklenildigini aksine hem
100 hem de 200 mM NaCl gruplarinda benzer oranlarda degisti. Diger sonuglarla
birlikte degerlendirildiginde belki de tuz stresinden en ¢ok zarar1 basaklarin
gordiigli ve esik tuz konsantrasyonu asildiktan sonra uygulanan dozun ve

uygulama siiresinin 6nemli olmadigini 6n gorebiliriz.

Tuz stresi kosullarinda bitkilerde gozlenen tepkilerden bir digeri ise yaprak
su igeriginin azalmasidir. Calismamizda, Triticum aestivum bitkisine uygulanan
100 ve 200 mM NacCl konsantrasyonlariin her ikisininde yaprak bagil su igerigini
(RWC) kontrol grubuna gore azalttig1 gozlendi. Beklendigi gibi en diisik RWC
degerleri 200 mM NaCl uygulanan grupta belirlendi. RWC degerleri stres siiresi
ve konsantrasyonundaki artigla bagli olarak tuz stresi uygulanan tiim gruplarda
azaldi. Bununla birlikte, RWC degerlerinde gozlenen azalma ozellikle 21. giinden

sonra belirgin hale geldi. ki asamali (ozmotik ve iyonik) bir abiyotik stres olan
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tuz stresinin iyon toksisitesine bagli olan etkileri genellikle stres uygulamasini
daha ge¢ donemde ortaya ¢ikmaktadir (Bor et al. 2003; Yolcu et al. 2016). Ancak,
bitkilerin hem ozmotik hem de iyonik stres asamalarina verdigi yanitlar ve
tolerans degerleri farklilik gosterdigi i¢in RWC’nin de dahil oldugu c¢esitli
fizyolojik parametrelerde gozlenecek degisim icin standart bir zaman araligi
vermek miimkiin degildir. Bu acidan ele alindiginda, calistigimiz bugday
cesidinin  kurakliga dayanikli bir ¢esit olmasi nedeniyle tuz stresinin iki
asamasinindan da es deger seviyede ve ayni zaman aralifinda etkilendigini 6n
goriilebilir. Tuz stresine dayanikli bitkilerde ozmotik diizenlemenin etkin bir
sekilde yapilmasi hem bitkinin yaprak su icerigini uzun siire korumasina hem de
iyon toksisitesinden daha az etkilenmesine olanak saglar (Bor ve ark. 2003; Yolcu
ve ark. 2016). Peng ve ark. (2016) bugdayinda dahil oldugu bir¢ok tarim
bitkisinde tuz  stresinin  olumsuz  etkilerinden  korunmanin  temel
mekanizmalarindan birinin kdkten Na* ve CI” iyonlarinin almimini engellemek
oldugu ancak bu mekanizmanin uzun doénemde siirdiiriilebilir olmadigini

belirtmistir.

Bitkilerin biiyiime ve gelisme siireclerini yiirlitebilmeleri i¢in biiyiikk 6nem
tasiyan fotosentez verimi genellikle tuz stresi kosullarindan olumsuz etkilenir
(Chaves ve ark. 2009; Munns ve Gilliham, 2015; Bor ve Ozdemir, 2018).
Yaptigimiz caligmada, kontrol ve tuz stresi (100 ve 200 mM NaCl) uygulanan
gruplarda deneme siiresince klorofil floresans (Fv/Fm) degerlerini belirleyerek
fotosentezin stres kosullarindan ne derece etkilendigini ortaya koymaya calistik.
Fv/Fm degerlerinde tiim gruplarda birbirine benzer sonuglar goézlendi.
Bulgularimiz Sharma ve Hall (1991)’1n tuza toleransh arpa ve sorgum bitkilerinde
yaptig1 c¢alismalarin sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. Tuz stresinin
fotosentez iizerindeki olumsuz etkisi biiyiik Olgiide, tek degerlikli oksijen,
siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin
birikimi sonucunda artan oksidatif yiikk nedeniyle tillakoid membranlar ve
fotosistemlerde meydana gelen hasara baghdir (Bor ve ark. 2003; Munns ve
Tester, 2008; Sekmen ve ark. 2014; Yolcu ve ark. 2016). Dayanikl1 bitkilerde
reaktif oksijen tiirlerini yok eden cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan
mekanizmalar aktif bir bigimde ¢alistig1 igin stres kokeni ne olursa olsun zarar

neden olacak reaktif oksijen tiirleri etkili bir sekilde uzaklastirilabilinir. Bu
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baglamda, fotosentez veriminin tuz stresinden ¢ok fazla etkilenmemesinin nedeni
calistigimiz bugday c¢esidinin (Triticum aestivum cv Pamukova) kurakliga

dayanikli olmasi ile iligkili olabilir.

Tarimsal iiretim agisindan son derece kritik bir bitki olan bugday bitkisinde
iriin kalitesi ve verimin degerlendirilmesinde bugday danesine ait 6zellikler ve
basak fenotipi biiylik 6nem tasimaktadir. Normal kosullarda verimin gostergesi
olan bu parametrelerdeki degisim stres kosullarinda bitkinin stresten etkilenme
diizeyinin anlagilabilmesi i¢in Onemlidir. Bugday bitkisinde bugdayin iiriin
kalitesi lizerinde etkili olan parametrelerden birisi de bin dane agirligidir. Yapmis
oldugumuz ¢alismada bin dane Ol¢limlerinden elde ettigimiz sonuglara gore
ozellikle yiiksek tuz (200 mM NaCl) konsantrasyonunun bin dane agirligim
azalttigin1 belirledik. Bununla birlikte basak uzunlugu 6l¢iimlerinde de yine 200
mM NaCl stresi uygulanan grubun kontrol grubuna gore daha kisa boylu
basaklara sahip oldugunu kaydettik. Basak verimi ile ilgili son kriter olan basak
basina diisen dane sayist degerlendirildiginde ti¢ grup arasinda c¢ok biiyiik bir fark
saptanmadi. Ancak bu sonu¢ dane agirligi ile birlikte incelendiginde basaklarda
dane sayisi esit olsa bile dane dolumu ile ilgili siireglerin tuz stresinden olumsuz
etkilendigi gozlendi. Elde ettigimiz bulgular Huijie (2016) nin bugdayda tuz stresi
altinda bliylime parametreleri ile yapmis oldugu c¢alisma ile benzerlik

gostermektedir.

Saglikli ve verimli bir bitkinin biiylime ve gelisme siire¢lerinin etkin bir
sekilde yiirlitebilmesi i¢in amino asit havuzunun korunmasi, protein, karbohidrat
ve lipid biyosentezinin aktif bir sekilde yliriitiilmesi biiyliik 6nem tasir (Bor ve
Ozdemir, 2018). Stres kosullar1 altinda da cesitli metabolik yollarin aktif bir
sekilde calisabilmesi, Onemli metabolitlerin miktarlarinin  korunabilmesi
onemlidir. Bu bakis acis1 ile ¢alismamizda tarla kosullarinda yetistirilen bugday
bitkilerinde tuz stresi kosullarinda hem gelisim donemine bagli olarak yaprak ve
bagsaklardaki serbest protein ve amino asit profilini inceledik. Protein miktar1
yaprak ve basak Orneklerinde 200 mM NaCl uygulanan bitkilerde belirgin
diizeyde azaldi. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda protein miktarindaki
degisim stres uygulamasinin son haftalarinda daha carpici sekilde goriildii. Protein

biyosentezi tuz stresinden olumsuz etkilemektedir 6zellikle biriken iyonlarin
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olusturdugu toksik etki protein biyosentesi ile ilgili siireclerin inhibisyonuna
neden olmaktadir (Bor ve Ozdemir, 2018). Elde etti§imiz sonuglar Dhingra
(1996)’nin bezelyede yapmis oldugu c¢alismalar ile paralellik gostermektedir.
Genel olarak amino asit havuzundaki degisim ile protein miktar1 arasinda bir iligki
oldugu 6ngoriilmektedir. Bununla birlikte aminoasitlerin bir¢ok metabolitin dnciil
molekiilii olmalar1 miktarlarindaki degisimin bu tip molekiillerin biyosentezi ile
iliskili oldugunuda gostrerebilir (Bor ve Ozdemir, 2018). Tuz stresi kosullarinda
yaprak ve basak orneklerinde bulgular kisminda da beliritildigi gibi amino asit
profili sadece kalitatif (nitelik) olarak belirlendi. Kontrol ve tuz stresi uygulanan
gruplarda amino asit profilindeki degisim ag¢isindan anlamli bir iliski goriilmedi.
Yaprak ve basak orneklerinde belirlenen amino asitlerin biiyiik bir boliimii ayn1
amino asitlerdi (arginin, glutamin, glutamik asit, fenilalainin, triptofan, tirozin,
lizin). Yapraklarda farkli belirlenen amino asitler 16sin, izoldsin, valin ve treonin
iken basak oOrneklerinde sadece histidin farkli olarak bulundu. Kalitatif olarak
tespit edilen amino asitler i¢in kontrol ve stres grubuna Ozgii veya gelisim
donemine gore farklilik gosteren belirli bir amino asit goriilmedi. Hemen hemen
tim kontrol ve tuz stresi uygulanan gruplarin yaprak Orneklerinde arginin ve
fenilalanin gozlenirken basak Orneklerinde arginin, triptofan ve fenilalanin
belirlendi. Amino asitlerin miktarlar1 belirlenmedigi i¢in tuz stresine ve gelisime
bagli degisim ile iliskili bir 6n goriide bulunmak miimkiin degildir. Ancak
gbzlenen amino asitlerin genel 6zellikleri incelendiginde bu amino asitlerin tuz
stresine verilen yanitlardan bagimsiz olarak biiyiime ve gelisme siiregleri ile
iligkili oldugu oOn goriilebilinir. Guo ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir
caligmada Triticium aestivum’da tuz stresi kosullarinda bugday bitkilerinde
toplam 75 metabolitte farklilik tespit edilmistir. Bu metabolitler arasinda amino
asitlerden 16sin, izol6sin, valin ve prolin miktarinda artig tespit edilmistir (Guo ve

ark. 2015; Bor ve Ozdemir, 2018)

Sonug olarak; ¢alismamizda Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen Triticum
aestivum L. bitkisinde NaCl ile olusturulan tuz stresi kosullarinda biiyiime ve
gelisme parametrelerini, protein miktarindaki ve aminoasit kompozisyonundaki
degisimleri inceledik. Tuz stresinin olumsuz etkileri yaprak ve koklerde 14.
haftadan itibaren basaklarda ise 35. haftadan itibaren gozlendi. Ozellikle 200 mM

NaCl uygulanan gruplarda stres etkilerinin daha erken asamalarda ortaya ¢iktigi
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tespit edildi.Yaprak ve basak orneklerindeki serbest amino asit igerigi ile diger
fizyolojik parametreler arasinda tuzu stresinin siddetine ve bitkilerin gelisim
donemlerine paralel olarak uyumlu bir iligski goriildii. Tarla kosullarinda yapilan
denemenin bugday bitkisinin tuz stresine verdigi yanitlarin anlagilarak buna

yonelik yaklagimlarin gelistirilebilmesi agisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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