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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

AZOLLA CAROLINIANA DA YUKSEK ISIK ve ACLIK STRESI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Basak Defne PORSUK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Damsman : Dog¢. Dr. Taylan KOSESAKAL
II. Danisman : Dog. Dr. Ozer CALIS

Bu c¢aligmada yiiksek 1s1k siddeti ve aglik stresinin Azolla caroliniana tizerindeki etkileri
arastirildi. Bitkiler serada azot igermeyen Hoagland besiyerinde yetistirildi. Bitkilere 151k stresi
(450 umolm™ s'') 7 giin siiresince uygulandi. Aglik stresi i¢in bitki besiyerleri kademeli olarak
seyreltildi ve iki ay sonra deney sonlandirildi. Abiyotik stresin bitkiler iizerindeki etkilerinin
incelenmesi amaciyla bitki biiylimesi, fotosentetik pigment igerigi, antosiyanin, total fenolik ve

flavonoid miktarlar1 6l¢iildii.

Yiiksek 151k stresi bagil biiylime oranini arttirsa da anlamli bir fark (P>0,05) yaratmadi. Total
klorofil ve karotenoid igerigi kontrol seviyesinde kalirken klorofil a/b oranin1 6nemli derecede
arttirdr. Isik stresi kosullarinda antosiyanin igerigi kontrole oranla 8,2 kat, total fenolik ve
flavonoid miktar1 ise sirasiyla %38 ve %45 artti. Aclik stresi total klorofil (P<0,01) ve
karotenoid (P<0,05) miktarin1 arttirdi. A¢lik stresi kosullari antosiyanin, total fenolik ve

flavonoid tiretimini tesvik etti. Sonug¢ olarak abiyotik stres kosullarina karsi A. caroliniana



yapraklarindaki antosiyanin birikimi basta olmak iizere, karotenoid, total fenolik ve flavonoid
miktarlarindaki artisin bitkinin yiiksek 1s1k siddetinin ve aglik stresinin zararli etkilerinden

korunmasini sagladigi sdylenebilir.

Aralik 2019, 60 sayfa.

Anahtar kelimeler: Azolla, abiyotik stres, klorofil, antosiyanin, flavonoid, total fenolik
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HIGH LIGHT AND
STARVATION STRESS IN AZOLLA CAROLINIANA

Basak Defne PORSUK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Taylan KOSESAKAL
Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ozer CALIS

In this study, the effects of high light intensity and starvation stress in Azolla caroliniana were
investigated. The plants were grown in nitrogen-free Hoagland medium under greenhouse.
Light stress (450 pmolm™ s!) was applied to the plants for 7 days. For starvation stress, plant
nutrient solutions were diluted gradually and the experiment was terminated after two months.
Plant growth, photosynthetic pigment contents, anthocyanin, total phenolic and flavonoid

amounts were measured in order to investigate the effects of abiotic stress on plants.

Although high light stress increased the relative growth rate, did not differ significantly (P>
0.05). Total chlorophyll and carotenoid content remained at the control level, while chlorophyll
a / b ratio increased significantly. According to control in light stress conditions, anthocyanin
content increased 8.2 fold, the amount of total phenolic and flavonoid increased 38% and 45%,

respectively. Starvation stress increased the amount of total chlorophyll (P <0.01) and

xii



carotenoid (P <0.05). Starvation stress conditions induced the production of anthocyanin, total
phenolic and flavonoids. As a result, it can be said that the increase in carotenoid, total phenolic
and flavonoid amounts, especially the anthocyanin accumulation in 4. caroliniana leaves
against to abiotic stress conditions, protects the plant from the harmful effects of high light

intensity and starvation stress.

December 2019, 60 pages.

Keywords: Azolla, abiotic stress, chlorophyll, anthocyanin, flavonoid, total phenolic
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1. GIRIS

Abiyotik stres bitki biiylimesini ve verimliligini optimum seviyenin altinda azaltan cevre
kosullar1 olarak tanimlanmaktadir. Organik ve inorganik kirlilik, diisiik sicaklik, kuraklik, besin
yetersizligi, ylksek 151k ve yiiksek tuzluluk gibi abiyotik stres kosullar1 bitki biiyltimesini ve
verimliligini etkilemektedir. Artan ¢evre kirliligi ve bozulan dogal denge nedeniyle ekin ve yem
bitkileri verimliligi azalirken, diinyamiz artan niifusla birlikte hizla artan bir gida gereksinimi
ile kars1 karsiya kalmaktadir (Miao ve dig., 2015). Bu nedenle abiyotik streslere karsi verilen
yanitlarin altinda yatan bitkisel mekanizmalarin anlasilmasi, strese toleransli bitkilerin
yetistirilmesinin yanisira tarim sektoriiniin stirdiiriilmesi i¢in de olduk¢a 6nemlidir (Mahajan ve
Tuteja, 2005). Bitkiler abiyotik streslerle basa ¢ikmak i¢in cesitli stratejiler gelistirmislerdir.
Bunlar morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tepkileri icermektedir (Naya ve dig.,
2007; Song ve dig., 2012). Tiim bitkilerin biliyiime ve gelismeleri, genomlar1 ve yetisme
ortamlar1 arasindaki etkilesimler ile belirlenmektedir. Bitkiler abiyotik streslere maruz
kaldiginda, fizyolojik ve biyokimyasal cevaplarin verilmesinde stres toleransi, transkripsiyon
diizenlenmesi veya sinyal iletiminde rol alan ¢ok sayida stres kaynakli gen aktive edilmekte ve

bir¢ok protein tliretilmektedir (Zhuang ve dig., 2014).

Bitki biiylimesi genetik olarak kontrol altinda olmasina ragmen bitkiler yasadiklari
ortamlardaki cevresel etkilere bagl olarak da farkli cevaplar verebilmektedir. Saglhkli bitki
biiylimesi i¢in en Onemli faktorler yeterli giines 15181 ve yeterli besin maddeleridir. Isik,
diinyadaki yasam i¢in nihai enerji kaynagi olmasinin yanisira bitki biiyltimesini ve gelisimini
fotosenteze olan dogrudan etkisi ve bitki iizerindeki dolayli etkisi ile de diizenler. Diger taraftan
bitki biliylime ve gelisimlerinin saglanmasi ve bitki yagsam dongiisiiniin saglikli bir sekilde
stirdiiriilmesi i¢in bitki bliylime ortamlarinda yeterli miktarda mineral besin maddelerin olmasi

da gerekmektedir.

Bu tez calismasiin “Genel Kisimlar” béliimiinde 151k ve bitki biiylimesi i¢in mutlak gerekli
olan mineral maddelerin bitki biliylime ve gelisimi iizerindeki etkileri anlatilmistir. Yiiksek 151k
stresi ve besin yetersizligi kosullarinin bitkiler {izerine olan etkisi hakkinda bilgiler verildikten
sonra bitkilerin bu stres kosullarina verdigi cevaplar aciklanmistir. Fotosentetik pigmentler,

klorofil ve karotenoidler ile bitki sekonder metabolitleri hakkinda bilgiler verilerek bu tezde



kullanilacak Azolla bitkisi ve 6dnemi vurgulanmistir. “Malzeme ve Yontem” kisminda Azolla
bitkisinin yetistirme ortami ile yiiksek 1s1k ve aglik stresi kosullarinin uygulanmasi anlatilarak
stres kosullarinin arastirilmasinda kullanilacak yontemler hakkinda bilgiler verilmistir.
“Bulgular” boliimiinde ise yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler belirtilerek, tablo ve
grafiklerle sunulmustur. “Tartisma ve Sonu¢” kisminda bu tez ¢aligmasi ile elde edilen veriler
ilgili alanda yapilmis, mevcut ve giincel literatiir ile karsilastirilarak yorumlanmas, tartigilmis
ve caligmanin 6nemi vugulanarak daha sonra yapilacak olan arastirmalar i¢in Oneriler

sunulmustur.

Bu tez ¢alismasinda yiiksek 1s1k stresi ve aglik stresi kosullarinin Azolla caroliniana Willd.
bitkisi tizerindeki etkileri arastirilacaktir. Olumsuz ¢evresel kosullar altinda Azolla bitkisinde
renk degisimi goriilmekte ve yesil olan yapraklari kirmiziya donmektedir. Bu amagla bitki
bliylimesine stres kosullarinin etkisi incelenmek {izere 4. caroliniana bitkisinin bagil biiyiime
oran1 ve pigment icerigi saptanacaktir. Yiiksek 1sik stresi ve aglik stresi kosullarinin bitki de
pigment kompozisyonu tiizerine etkisinin arastirilmasinda bitkide klorofil ve karotenoidler
olmak iizere fotosentetik pigmentler ve antosiyanin, total fenolik ve flavonoid igerigi gibi

parametreler incelenecektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BITKi YASAMI VE ISIK

Yasam ortamlarinda bitkiler farkli ¢evresel streslere maruz kalmaktadir ve bu kosullar hem
bliylime hem de metabolizmanin azalmasina yol agmaktadir (Abraham, 2010). Bitkilerde
fotosentez icin gerekli bir kaynak olarak 151k, tiim fotoototrofik organizmalarda 6nemli bir rol
oynar ve yeterli oldugunda onlarin biiyiimesini kolaylastirir (Wersal ve Madsen, 2013). Isik,
bitki biiylimesinin ve gelisiminin diizenlenmesini etkileyen dnemli bir ¢evresel faktordiir (Li ve
Kubota, 2009). Bu nedenle, 151k kalitesinin tespiti ve 6l¢iimi, bitki biiylimesi ve gelismesi i¢in
esastir (Carvalho ve dig., 2011). Isik kalitesi degisiklikleri bir¢cok morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler varyasyonu tetikleyebilir (Ali ve Abbasi, 2014).

Gezegenimizdeki yasamin ortaya ¢ikisi ve evrimi giinesin biyosferimize sagladigi enerji ile
miimkiin olmustur. Aslinda, tiim yasam formlari, mekan ve zamanda varligin siirdiiriilmesi ve
cogalmasi i¢in enerjiye ihtiya¢ duyar. Isik-enerji doniisiimii, ¢esitli biiyiikliikk derecelerinde
yayilan 151k yogunlugu araligina sahip ¢esitli ortamlarda gelisen fotosentetik organizmalarda
gerceklesir. Bu 6zellik, anten pigmentlerinin ve pigment-protein komplekslerinin gelisimini ve
ayrica hassas fotosentetik aparat iizerinde yiiksek 151k yogunlugunun zararl etkilerini 6nlemek
icin organizma, hiicresel ve molekiiler seviyelerde ¢esitli stratejilerin ortaya ¢ikmasini iceren
etkili enerji yakalama mekanizmalarinin evrimi ile basarilir. Darwin, bitkilerin 1518a karst
davranigin1 tanimlayan ilk kisilerden biriydi. Bazi bitkilerin giin 1s18indan kaginmaya
calistiklarini fark etti, ancak, bilim insanlarinin fotosentetik makinelerin yapisin1 ve molekiiler
mekanizmalarini kesfetmeye basladiklari, 20. ylizyilin ikinci yarisinda, bu yoénelimlerin

nedenleri agikliga kavustu (Ruban, 2015).
2.1.1. Yasam ve Isik: Fotosentezin Temel Ozelligi

Isik enerjisi, gezegenimizdeki yasamin evriminin baglangicinda ve biyosferin olusumunda kilit
unsurdu (Blankenship, 2002). Tiim yasam formlari, polimerler, proteinler, karbonhidratlar,
lipitler ve niikleik asitlerden olusan otonomik sistemler oldugundan, biitiinliiklerini korumak ve
gelismek, biiytimek, uyum saglamak ve ¢ogalabilmek icin ¢evre ile enerji ve madde aligverisine
ihtiya¢ duyarlar (Ruban, 2012). Dolayisiyla, yasamin temel 6n kosulu, sinirsiz miktarda

aktarilabilir 151k enerjisinin goriilme sikligidir. Bu enerji, i¢inde bulunduklar1 ortama kiyasla



daha yiiksek organizasyona sahip yasam diizeni formlarini siirdiirmek i¢in siirekli olarak
gereklidir. Bu nedenle, primer 151k enerjisini kullanan organizmalarin (ototroflar), 151k enerjisi
girisini sistemlerinde algilayan, doniistiiren ve diizenleyen, zaman ve mekanda hayatta kalma
ve c¢ogalmaya olanak saglayan avantajlari i¢in, yasamin tanmimlayici 6zellikleri olarak
adlandirabilecegimiz, sistemlerine ¢esitli fonksiyonlar getirmesi beklenir. Tirmanict bitkilerin
hareketlerine dair Darwin in yaptig1 gézlemler, bitkilerin, yapraklarin optimum 151k enerjisi
absorpsiyonu saglayan cevreye ulagsma yoniindeki hareketlerini yonlendirmek igin 15181
kullanabilecegini agikca gostermistir. Isik absorbsiyonu, 15181n enerjisini organik bilesiklerin
kimyasal enerjisine doniistiiren bir islem olan fotosentezi olusturan bir dizi 1s1k-enerji-doniisiim
olaymni baslatir. Gilinlimiizde oksijenik fotosentez, biyosferimizdeki en yaygin 1sik-enerji
doniigiim siirecidir. Foton enerjisini, suyun oksijeninden alan elektronlari1 kullanarak CO2 nin
karbonunu indirgeyerek glikozun enerjisine doniistiiriir. Basit bir kimyasal reaksiyon gibi
goriinse de, fotosentetik organizmalar bu reaksiyonu gergekten miimkiin kilan son derece

karmasik bir enerji doniigiim olaylar1 dizisi gelistirmistir (Ruban, 2012).

Primer enerji kaynagi olarak 151k, bitki biiyiimesi i¢in en dnemli ¢evresel faktorlerden biridir
(Fukuda ve dig., 2008). Isigin siddeti ve kalitesi bitkilerin biiylimesi, morfogenezi ve diger
fizyolojik tepkileri i¢in 6nemlidir (Li ve Kubota, 2009). Isik yogunlugu ayni zamanda bitki
biliylimesi i¢in Oonemli bir faktordiir. Diislik 1s1ikta yetisen bitkilerin sik sik, yiiksek 11k
yogunlugunda yetisen bitkilere gore fotoinhibisyona daha duyarli olduklari gosterilmistir (Long
ve dig., 1994). Genellikle, net fotosentez oranindaki artislar 151k yogunlugundaki artiglarla
iligkilidir. Bununla birlikte, yiiksek 151k yogunlugu net fotosentez oraninin diismesine neden
olmustur (Al-Khatib ve Paulsen, 1989). Cesitli 151k ortamlarini ayarlamak i¢in, bitkiler, yaprak
seviyelerinde morfolojik ve fizyolojik degisiklikler dahil olmak iizere bir¢ok mekanizma
gelistirmistir (Zhang ve dig., 2003). Diisiik 151k seviyeleri belirli yaprak alanlarinda ve bitki
yiiksekliginde artisa neden olabilir. Bu uyarlamalar, fotosentez ic¢in mevcut 1518in
yakalanmasin1 maksimuma ¢ikarir (Steinger ve dig., 2003). Oysa yiiksek 151k, bitkiyi yiiksek
1518a kars1 korumak igin spesifik yaprak alanindaki azalma; yaprak kalinlig1 veya palizat doku
bliylimesi nedeniyle yaprak kalinligindaki artis; siinger parenkimasinin derin gelisimi gibi
bircok morfo-fizyolojik karakteristik yap1 olusumu ile iliskilidir. Bu 6nlemler fotosentezin
ilerlemesini saglayarak asir1 151k enerjisinin neden oldugu 151k hasarin1 engeller veya azaltir

(Matos ve dig., 2009; Wentworth ve dig., 2006).



Isik, primer ve sekonder metabolitlerin biyosentezi de dahil olmak iizere bitki morfogenezi ve
biyokimyasal yolaklar1 etkileyen onemli bir faktordiir (Ali ve Abbasi, 2014). Asirt 151k
enerjisinin absorpsiyonu, fotosentetik makineyi, 6ncelikle fotosistem II'yi (PSII) etkisiz hale
getirerek bozar ve sonucta fotoinhibisyon olarak adlandirilan islemle fotosentetik kapasiteyi
indirger (Takahashi ve Badger, 2011). Fotoinhibisyonun altinda yatan 6nerilen mekanizma,
PSII'nin reaksiyon merkezini inaktive eden asir1 direkt 1gikla oksijen olusturan komplekslerin
bozulmasidir. Ayrica, asir1 151k aracili reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi, 1sikla hasar
gérmiis PSII'nin (Gururani ve dig., 2015; Murata ve dig., 2007; Takahashi ve Badger, 2011)
onarimini inhibe eder. Fotoinhibisyonu en aza indirmek i¢in, tiim fotosentetik organizmalar
evrimsel olarak 151k koruma ve PSII onarim mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Takahashi ve
Badger, 2011). Bitkiler ani yiiksek 1518a maruz kalmaya karsi etkili ve nispeten hizli bir cevap
olan fotokimyasal olmayan sondiirme olarak adlandirilan asir1 enerjiyi 1s1 olarak dagitabilir
(Miiller ve dig., 2001). Bitkiler ayrica yaprak ve kloroplast hareketi ile 151k toplama kapasitesini
ayarlayabilir (Ruban, 2015). Ayrica, ROS'un detoksifikasyonu, antioksidanlar ve ROS tutucu
enzimler kullanan anahtar bir foto-koruyucu cevaptir (Rossel ve dig., 2002). Isigin indiikledigi
fotoinhibisyonun, PSII 151k hasari oraninin onarim oranindan daha yiiksek oldugu durumlarda
meydana geldigi diisiiniilmektedir (Takahashi ve Badger, 2011). PSII onarim dongiisii, art arda
fosforilasyon, defosforilasyon, PSII bilesenlerinin parcalara ayrilmasi, proteoliz, PSII
proteinlerinin de novo sentezi (Ozellikle D1 proteini) ve PSII kompleksinin yeniden

yapilandirilmasini igerir (Nath ve dig., 2013; Samol ve dig., 2012).
2.2. BITKIiLERDE BESIN YETERSIZLiGi ETKILERI

Bitki biiyiime hizi, hem genetik hem de gevresel faktorlerden etkilenen bir¢ok karmasik islemin
etkilesimine baghdir. Giines 15181 ve sicaklik, bir bitkinin yasaminda 6nemli faktorlerdir. Isik,
neredeyse dlinyadaki tiim yasam i¢in nihai enerji kaynagidir. Bitki biiylimesini ve gelisimini
fotosentez lizerindeki dogrudan etkisinin disinda diizenler. Bitkilerde metabolik diizenleme,
yeni dokularin iiretilmesi ve geligsmesi icin yeterli miktarda mineral maddeler gereklidir. Bu
mineral maddeler metabolik islemlerde gerekli ve hiicresel yapilarin 6nemli bilesenleridir

(Adelusi ve Aileme, 2006).

Besin yetersizliginden kaynaklanan {iriin verim kaybini en aza indirmek i¢in mineral besin
eksikliginin metabolizmay1i, biiylimeyi, gelismeyi ve {iriin bilesenleri nasil etkiledigini anlamak

onemlidir. Bu etkilesimleri anlamak mineral madde yetersizliginin daha iyi teshisine ve



gelismis mineral madde yonetimine olanak saglayacaktir. Mineral elementler, bitkilerde yiik
dengesinin korunmasi, elektron tasinimi, yapisal bilesenler, enzim aktivasyonu, turgor ve
bliyilime i¢cin osmozun ayarlanmasi gibi sayisiz fonksiyona sahiptir. Mineral besin eksiklikleri,
kok biliylimesinin hemen durdurulmasindan veya zarlarin, hiicre duvarlarinin biiyiik dl¢iide
bozulmasindan, sitosoliin pH'indaki kii¢iik degisikliklere ve karbonhidratlarin taginiminin
azaltilmas: gibi bircok etkiye sahip olabilir. Hatta bunlarin her biri oksidatif strese
(fotoinhibisyon ve fotooksidasyon), kloroplastlarin bozulmasina, klorozis ve nekrozis olarak
bilinen semptomlara neden olabilir (Hodges ve Constable, 2010). Besin yetersizligi bitki
verimliligini sinirlayan en 6nemli abiyotik streslerden bir tanesidir (Simancas ve dig., 2016).
Makro ve mikro elementler bitkiler i¢in dnemli olmakla birlikte, bu elementlerin eksikliklerinde
bitki yasam dongiisii ve fizyolojik fonksiyonlar basari ile tamamlanamamaktadir. Besin
yetersizligi kosullarinda bitki biiylimesi ve iirlin verimi de indirgenmektedir (Kalaji ve dig.,
2014). Besin kullanilabilirligi bitkilerde fitokimyasal yanit ile iliskilendirilebilir (Galieni ve
dig., 2015). Azolla bitkisi yiiksek konsantrasyonlarda mineral igceren zengin besiyerlerinde
yetistirildiklerinde yiliksek miktarlarda besin biriktirebilmektedir. Diger taraftan yetersiz
besiyeri ortaminda yetistirilen Azolla bitkileri farkli fizyolojik cevaplar vermektedir (Oren

Benaroya ve dig., 2004).
2.3. STRES KOSULLARININ BITKIiLER UZERINDEKI ETKILERI

Bitki fenolojisi i¢sel ya da cevresel faktorler tarafindan etkilenmektedir (Lee ve dig., 2009).
Stres kosullar1 bitkinin farkli biiytime donemlerinde farkli fizyolojik cevaplar vermesine sebep
olabilir (Gratani ve dig., 1998). Elektron transfer zinciri normal kosullar ve stres kosullar
altinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS; O2°-, H202, -OH, '0y) iiretildigi énemli alanlardur.
Ancak abiyotik stres kosullar1 altinda ROS olusumu ayni1 elektron transfer sistemini kullanir ve
bu da biyomolekiiller iizerinde hasar yaratir (Prasad ve dig., 2016). Boylece asir1 ROS
iretiminin yaratmis oldugu hasardan hiicresel sistemi korumak i¢in bitkiler antioksidan sistemi
gelistirmislerdir (Kirchsteiger ve dig., 2009). Enzimler ROS diizeyini diisiirerek oksidatif stres
etkisinin azaltilmasinda oldukc¢a 6nemli bir rol oynarlar. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
enzimler oksidatif stres ile miicadelede hayati 6neme sahiptirler (Elavarthi ve Martin, 2010).
Kuraklik, besin yetersizligi, 151k, diisiik ve yiiksek sicaklik, tuzluluk, organik ve inorganik

kirleticiler gibi olumsuz biiyiime kosullarina karst bitki savunma mekanizmasi,



antioksidan/oksidan tiirleri arasindaki dengenin stiriidiiriilebilmesi i¢in genis bir araliktaki
antioksidanlarin  birikimi ile sonuglanan sekonder metabolizmanin aktivasyonuna
dayanmaktadir (Herms ve Mattson, 1992). Antioksidan bilesikler enzimatik ve enzimatik
olmayan yapida olabilen askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve baz1 fenolik bilesiklerle
temsil edilirler ve bu bilesikler bitkilerin kimyasal bilesimi ve saglig1 tizerinde dogrudan etkiye
sahiptirler (Berger, 2005; McKersie ve Leshem, 1994). Klorofil, karotenoid ve antosiyaninler
gibi yaygin bitki pigmentlerinin igerigi ve dagilimlari bitkinin hem renk ve hem de goriintistinii
belirler (Abbott, 1999). Bitkilerde pigment sentezi biyotik ya da abiyotik stres kosullari,
senesens veya degisen ¢evre kosullarina ekolojik uyumun bir sonucu olabilir (Gould ve dig.,
1995). Bu nedenle, klorofiller, karotenoidler ve flavonoidler bitki dokularinda dengeli bir
fizyolojik durumu korumak i¢in katkida bulunabilir (Stintzing ve Carle, 2004). Antosiyaninler
bitki dokusunun renginden kismen sorumludurlar ve sitoplazmada iiretildikten sonra vakuole
taginirlar (Shirley, 1996). Antosiyanin sentezi UV-B, besin yetersizligi, diisiik sicakliklar, ve
agir metal stresleri tarafindan tesvik edilir (Dai ve dig., 2006; Kosesakal, 2014; Pinto ve dig.,
1999; Rabino ve Mancinelli, 2008; Warren ve dig., 2003). Yesil Azolla yapraklar1 yiiksek 151k,
disiik sicaklik ve olumsuz cevresel kosullarda antosiyanin sentezinin tesvik edilmesiyle

kirmiziya donmektedir (Pabby ve dig., 2003).

Klorofil ve karotenoid, kloroplastta bulunan yasamsal bilesenlerdir. Fonksiyonlar1 arasinda 11k
absorbsiyonu, enerji transferi, fotokimyasal redoks reaksiyonu ve ayrica igiktan koruma
(fotokoruma) bulunur. Bu pigmentler, pigment-protein siiper-kompleksi yapmak {izere
kovalent olmayan bir sekilde proteine baglanir. Bu pigmentlerin daha yiiksek bitkilerdeki kesin
sayist ve sitokiyometrisi g¢esitlilik gdsterir, ancak bilesimleri klorofil (Chl) a, Chl b, lutein,
neoksantin, violaksantin, zeaksantin ve B-karoten'dir. Klorofil ve karotenoid, farkli gelisim
asamalarinda bitki performansini gézlemlemek icin temel optik molekiiler problar olarak
kullanilan 6nemli pigmentlerdir (Porra, 1997). Bitki karotenoidleri 6zellikle plastidlerde, en
onemlisi kloroplast ve kromoplastta sentezlenir ve biriktirilir (Lopez-Juez ve Pyke, 2005). ki
tiir bitki karotenoidi vardir, siklik ve siklik olmayan hidrokarbonlar olan karoten ve karotenlerin
oksijenli tiirevleri olan ksantofiller. Fotosentetik sistemlerde, karotenoid temel fonksiyonlara
sahiptir. 11k olarak, karotenoid spektral bolgede klorofilin absorbe etmedigi 151k enerjisinin
toplanmasinda ve enerjiyi klorofil pigmentine aktarmada yardimer bir pigmenttir (Croce ve
dig., 2001; Holt ve dig., 2003). Ikincisi, karotenoid, singlet oksijen tiirleri (ROS) olusturmak

icin oksijenle reaksiyona girmeden once klorofilin iiglii (triplet) durumunu sondiirerek foto



koruma ad1 verilen bir siirecte islev goriir (Ramel ve dig., 2012b, 2012a). Ugiinciisii, karotenoid,
fazla enerjiyi giivenli bir sekilde dagitarak fotosentetik sistemin asir1 uyarilmasini onlemek igin,
ksantofil dongiisii ad1 verilen bir islemle 1s1k-hasat1 yapan anten sisteminde enerji transferini

diizenler (Garcia-Plazaola ve dig., 2012).

Flavonoidler, tiim doku ve organlarda bulunan genis bir bitki sekonder metabolit ailesidir
(Herndndez ve dig., 2009). Briyofitler ve egreltiler ile birlikte, yiiksek bitkiler, cogu
nutrasotikler olarak kabul edilen tek dogal flavonoid kaynagidir (Rausher, 2006). Bitkilerde,
flavonoidler, bitki-patojen etkilesimleri, tozlasma, 151k taramasi, tohum gelisimi ve allellopatiyi
iceren bir dizi siirece katilirlar (Winkel-Shirley, 2001). Bir¢ok flavonoid biyosentetik gen, stres
kosullar1 altinda indiiklenir ve buna baglh olarak, flavonoid seviyeleri, yaralanma, kuraklik,
metal toksisitesi ve besin yoksunlugu gibi biyotik ve abiyotik streslere maruz kalma sirasinda
artar (Dixon ve Paiva, 1995; Winkel-Shirley, 2001). Antosiyaninler, ¢ogu yaygin olarak
tilkketilen meyvelere, ciceklere ve yapraklara kirmizi, mor, menekse ve mavi tonlart veren bir
polifenol tiirii olan flavonoidler olarak bilinen ¢esitli sekonder metabolitler grubuna aittir.
Antosiyaninlerin ¢icek ve meyvelerdeki ana islevi tozlastirici ve tohum dagiticilarini
cekimlemektir (Grotewold, 2006). Ancak yaprak pigmentasyonundaki fonksiyonel rolleri
acikca anlagilmamistir ve dnemli bir arastirmanin odagi olmustur. Antosiyaninler tiim bitki
pigmentleri arasinda, serbest radikallerin siipiiriilmesi, yapraklardaki stres tepkilerinin
iyilestirilmesi, ve fotosentetik aparatin korunmasi gibi ¢ok yonlii islevi olan bilesiklerdir
(Gould, 2004). Bitkilerin yiiksek 1s18a maruz kalmasina bir cevap olarak, bitkisel dokularda
antosiyaninlerin birikmesi indiiklenir, bu da asir1 15181in fotosentetik aparat iizerinde
fotoinhibisyonuna yol acabilecek zararli etkilerini dnler (Steyn ve dig., 2002). Antosiyaninlerin
vakuollerde biriktigi ve 1s1k etkisini zayiflatma ve/veya antioksidan aktivite ile 151k taramasina,
pigmentasyona ve fotokorumaya katkida bulundugu bilinmektedir (Gould, 2004; Hernandez ve
dig., 2009; Landi ve dig., 2015). In vitro antosiyaninler gii¢lii bir antioksidan aktivite gosterir
ve ROS'u siipiirme kapasiteleri askorbik asit ve E vitamini olanlardan birkag kat daha yiiksektir

(Landi ve dig., 2015).
2.4. TATLI SU EGRELTISi AZOLLA

Azolla, tropikal ve 1liman bolgelerde diinya capinda dagilim gosteren, durgun sularda yetisen
ve c¢evresel kosullar uygun oldugunda genis alanlar1 kaplayabilen sucul bir egreltidir. Dorsal

yaprak loblarindaki oval boslukta heterosistli azot fikse eden bir siyanobakteri olan Anabaena



azollae ile simbiyoz olusturur (Van Hove ve Lejeune, 2002). Tath su alanlarinda yasayan bir
egrelti olan Azolla bitkisi diinya genelinde tarim uygulamalari i¢in oldukg¢a deger tagimaktadir.
Azolla — A. azollae arasindaki simbiyotik iliski Okaryotik ortak Azolla ve prokaryotik
endosimbiyant 4. azollae arasindaki bilinen tek simbiyozdur. Bu simbiyozisin tarimsal anlamda
Oonemi Azolla nin azotca fakir tarim alanlarinda oldukca verimli bir sekilde biiylimesinden
kaynaklanmaktadir (Carrapico, 2010). Dorsal yaprak loblarinda azot fiksasyonu yapan
simbiyotik partnerinden kaynakli, genellikle celtik tariminda biyogiibre olarak kullanimi
yapilmaktadir. Azolla — A. azollae simbiyotik iliskisinden hektar basina yillik elde edilen azot
(N) miktar1 yaklasik 30-100 kg arasinda olabilmektedir (Yao ve dig., 2018). Diinyada genel
olarak celtik tariminda biyogiibre seklinde kullanim1 olan Azolla bitkisi, ilag¢ ve gida sektoriinde
ve ayrica yiiksek oranda protein ve karotenoid icerigi ve iyi aminoasit profiline sahip olmasi
sebebiyle de, balik, kanath ve diger hayvanlarin beslenmesinde olduk¢a yaygin bir kullanim
alanina sahiptir (Carrapigo ve dig., 2000; Pabby ve dig., 2003). Azolla bitkisinin kullanilmasi
ile cevre yonetiminde, yabani ot ve sivrisinek kontrolii ve tatli sulardaki organik ve inorganik
kirliliklerin giderilmesi i¢in yapilan ¢alismalardan basarili sonuglar elde edilmektedir. Ayrica
bu ortamlarda elde edilen yiiksek biiylime oranlar1 ve fitoremediasyon potansiyellerinden
dolay1 son dénemde Azolla tiirleri ile yogun bir sekilde ¢alisiimaktadir (Akinbile ve dig., 2016;
Forni ve dig., 2012; Ghorbanzadeh Mashkani ve Tajer Mohammad Ghazvini, 2009; K&sesakal,
2018; Kosesakal ve dig., 2016; Kosesakal ve Yildiz, 2019). Diger taraftan Azolla nin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesinin son donemlerde farkli ¢alismalarla arastirildigi ve
Azolla tiirlerinin tamamlayic1 ve alternatif tipta kullanilabilecegi de belirtilmistir (Nayak ve

dig., 2015; Pereira ve dig., 2015).

Bu tez caligmasinda, 151k stresi ve besin yetersizligi kosullarinin Azolla bitkisinin pigment
icerigi lizerine olan etkisi arastirilacaktir. Yiiksek 1sik stresi ve aclik stresi kosullarinin bitki de
pigment kompozisyonu {iizerine etkisinin arastirllmasinda bitkinin klorofil, karotenoid,

antosiyanin, total fenolik ve flavonoid igerigi gibi parametreleri incelenecektir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKI MATERYALI VE BUYUME ORTAMI

Yiiksek lisans tezi kapsaminda deney materyali olarak kullanilan bitki, Azolla caroliniana
Willd. dir. Azollaceae familyasina ait bir tatl su egreltisi olan Azolla, simbiyotik ortagi azot
(N2) fiksasyonu yapan siyanobakteri Anabaena azollae ile birlikte yasamaktadir. 4. azollae
tarafindan fikse edilen amonyak (NH3) Azolla tarafindan alinirken Azolla da siyanobakteriye
sakkarozu saglar. Azolla tiirleri yaprak kavitesi ve yaprak yiizeyinde ¢esitli bakteriler de ihtiva
etmektedir (Van Hove ve Lejeune, 2002; Cohen vd. 2004; Pereira ve Carrapigo, 2007). Azolla
— A. azollae simbiyotik iligkisinin havanin serbest azotunu amonyak olarak indirgeme
yeteneginden dolay1 Azolla tiirlerinin biiylimeleri azot bilesiklerini icermeyen bitki biiylime
ortamlarinda saglanabilmektedir. Bu yiizden bitki biiytimesi i¢in hazirlanan Hoagland besin
soliisyonlarinda nitrat yerine klorlu bilesikler kullanilmaktadir. Hoagland biiylime ortamlarinda

kullanilan maddelerin miktar1 asagida belirtilmistir;

mg L' de: KH2POs, 136,08; MgS04.7H20, 246,08; CaCl.2H20, 147,02; KCI, 74,55;
ZnS04.7H20, 0,22; CuS04.5H20, 0,09; Na2M004.2H20, 0,09; H3BO3, 2,86; FeCl3.6H20, 4.84;
MnCl2.4H20, 1,82; ve Na2EDTA, 15.

Bitkiler sera kosullarinda, pH:6 olarak ayarlanan yukarida belirtilen miktarlarda bilesikleri
iceren Hoagland besin soliisyonunda yetistirildi. Giindiiz 28-30°C, gece 21-23°C sicaklik, %60-
%70 nem kosullarinda yetistirilen bitkilere yiiksek 151k stresi ve besin yetersizligi stresi
uygulamalar1 yapildi. Diger taraftan stok bitki bliyiime ortamlarinda biiyiiyen bitkilerin besiyeri
sollisyonlar1 haftalik olarak degistirilerek deneye alinacak bitkilerinin saglikli bir sekilde

biiylimeleri saglandi.
3.2. ISIK STRESININ UYGULANMASI

Kontrol bitkileri serada normal giin 15181nda yetistirilirken yiiksek 151k siddeti i¢in bitkilere 450
pmol m?2s? PPFD 1sik yogunlugu uygulandi. 7 giinliik uygulama siiresinden sonra bitki

biiylimesi ve pigment analizleri yapildi.
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3.3. ACLIK STRESININ UYGULANMASI

Besin yetersizligi stresi i¢in ayni yetistirme kosullarinda bitki besiyeri ilk ay kademeli olarak
1/16, 1/32 ve 1/64 oranlarinda olacak sekilde on giinde bir degistirildi. ikinci ay ise en son
biliylime ortaminda (1/64) bir ay daha birakilarak ikinci aymn sonunda aglik stresinin etkisi

arastirildi.
3.4. BITKi BUYUMESININ OLCULMESI

Deney ortamlarina taze agirliklar1 alinarak konulan bitkilerin uygulama siiresi bitiminde taze
agirliklart tekrar alinarak yiiksek 1sik siddetinin bitki biiyiime ylizdesi iizerine olan etkisi

saptand1. Bitkinin bagil biiylime oran1 (RGR) asagida belirtildigi sekilde hesaplandi:
RGR = (In W2 — In W1)/t (gg''day™)

W2, en son taze bitki agirhigmi, W1, ilk agirligi, t ise uygulama siiresini belirtmektedir

(Jampeetong ve Brix, 2009).
3.5. KLOROFIL VE KAROTENOID iCERIGINiN BELIRLENMESI

Taze agirliklar1 alinan bitki 6rneklerinin % 80 aseton kullanilarak ekstraksiyonlart yapildi. Bitki
ekstreleri + 4°C de buzdolabinda yaklasik olarak 24 saat bekletildi. Daha sonra 10 dakika
boyunca 3000 g de santrifiij (Heraeus Labofuge 400R, Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi
orneklerin cesitli dalga boylarindaki absorbsiyon degerleri spektrofotometre (Shimadzu
UV1601, Japonya) kullanilarak belirlendi. Elde edilen absorbsiyon degerleri ile birim taze
agirliktaki klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid miktarlar1 hesaplandi (Lichtenthaler
ve Wellburn, 1983).

3.6. TOTAL FENOLIK VE FLAVONOID MIiKTARININ SAPTANMASI

Taze agirliklar1 (TA) alinan bitki 6rneklerinin (yaklasik 1 g TA) %1 HCI-Metanol de
ektraksiyonlar1 yapilarak, ekstraktlar filtreden gegirildi ve siiziilen ¢ozelti 1% HCl-Metanol
kullanilarak 10 ml ye diliie edildi. Total fenolik miktarinin hesaplanmasinda
spektrofotometrede 280 nm ve flavonoid miktar1 i¢in ise 325 nm de dl¢iilen absorbans degerleri
kullanildi. Elde edilen absorbans degerlerine gore birim taze agirliktaki total fenolik ve

flavonoid miktarlar1 saptandi (Pirie ve Mullins, 1976).
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3.7. ANTOSIYANIN iICERIGININ TAYINi

Antosiyanin icerigi tayin edilecek bitki 6rnekleri %1 HCI - Metanolde ekstre edildi. Ekstreler
belli araliklarla ¢alkanarak 2 giin siiresince +4°C de buzdolabinda bekletildi. Daha sonra filtre
kagidindan siiziildii ve ¢ozeltideki antosiyanin icerigi spektrofotometrede 530 ve 657 nm dalga
boyunda optik yogunluk olarak olciildi ve degerler (Aszo — 0,33 x Ags7) formiiliinde
hesaplanarak orneklerin birim taze agirliktaki antosiyanin igerigi tayin edildi (Mancinelli,

1990).
3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney verileri li¢ tekrarli olacak sekilde elde edildi ve sonuglar ii¢ Sl¢iimiin ortalamasi +
standart sapma olarak ifade edildi. Elde edilen verilere Windows i¢in GraphPad Prism version
5.2 (GraphPad Yazilim, San Diego, CA) adli istatistik programi1 kullanilarak, Anova ve Student
T-testi uygulandi. Veriler istatistiksel olarak degerlendirilerek, gruplar arasinda
karsilastirilmalar yapildi. 0,05’ten kiigiik olan farkliliklar (P<0,05; P<0,01; P<0,001; P<0,0001)

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ISIK STRESININ BAGIL BUYUME ORANI (RGR) UZERINDEKI ETKISi

Bitkilere yiiksek 151k siddeti 7 giin siiresince uygulandi ve deney sonunda bagil biiyiime oranlari
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1 de gosterilmistir. Bu sonuglara gore Azolla
caroliniana bitkisinin kontrol biliylime ortaminda ve 151k stresi uygulamasinda bagil biiylime
oranlar1 (RGR) sirastyla 0,23 gg'day™! ve 0,27 gg''day™! olarak saptandi. Yiiksek 1s1k stresi
uygulamasi kontrol ortamina gore bitki RGR sinde %17,34 oraninda artig saglamasina ragmen

anlaml bir fark (P>0,05) yaratmadi.

0.30-
0.28-

0.26-

RGR (g g''day’!)

1 I
Kontrol Isik Stresi

Sekil 4. 1: Isik stresi uygulamasinin 7. giinde A. caroliniana bitkisinin bagil biiyiime orani {izerine
etkisi.

4.2. ISIK STRESININ KLOROFIL VE KAROTENOID iCERIGINE ETKIiSi

Yiiksek 151k stresinin 4. caroliniana bitkisinde fotosentetik pigment igerigi lizerine olan etkisi
Tablo 4.1 ve Sekil 4.2-4 te verilmistir. Buna gore 151k stresi klorofil (chl) a miktarinda artig
saglarken, klorofil b miktarinin diismesine sebep oldu. Ancak bu artis ve azalislarin kontrole
gore istatistik anlamda bir fark yaratmadigi (P>0,05) saptandi (Tablo 4.1). Diger taraftan chl a
/ chl b orani 151k stresinde 6nemli oranda artarken (P<0,05) total chl / karotenoid orani ise

kontrole benzer degerler verdi (P>0,05).
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Tablo 4. 1: Kontrol ve 1s1k stresi uygulanmis A. caroliniana bitkisinin 7. giindeki fotosentetik
pigment miktarlar.

Kontrol Isik Stresi
Chl a (ug/gTA) 142,16 £ 17,93 146,39 + 28,30
Chl b(ng/gTA) 30,92 £ 3,80 28,96 5,19
Total Chl (ng/gTA) 173,08 £ 21,65 175,35 + 33,44
Karotenoid (ng/gTA) 96,37 £9,35 98,30 £ 16,40
Chla/Chlb 4,60 +0,13 5,04 +£0,15 *
Total Chl/ Karotenoid 1,79 £ 0,67 1,78 £ 0,08

*P<0,05

7 giin siiresince ylksek 1s1k stresi uygulamasi total klorofil miktarinda artis saglamasina ragmen
anlamli bir fark yaratmadi (Sekil 4.2). Buna gore elde edilen total klorofil miktarlar1 kontrol ve

151k stresi uygulamalari i¢in sirasiyla 173,08 pg/gTA ve 175,35 ng/gTA olarak saptandi.
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Sekil 4. 2: Isik stresi uygulamasinin 7. giinde A. caroliniana bitkisinin total klorofil miktari {izerine
etkisi.

Yiiksek 151k stresi uygulamasinin karotenoid miktari iizerindeki etkisi Sekil 4.3 de verilmistir.

Buna gore karotenoid miktar1 kontrole oranla artis gdstermesine ragmen anlamli bir fark
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yaratmadi (P>0,05). Isik stresi uygulamasinda elde
iken kontrol bitkisinde 96,37 pg/gTA idi.

edilen karotenoid miktar1 98,30 ug/gTA
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Sekil 4. 3: Isik stresi uygulamasinin 7. giinde A. caroliniana bitkisinin karotenoid miktari {izerine

etkisi.
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Sekil 4. 4: Isik stresi uygulamasi sonucunda 7. giinde 4. caroliniana bitkisinden elde edilen

fotosentetik pigment miktarlari.

Yiiksek 151k stresinin fotosentetik pigment icerigi tizerindeki karsilastirmali etkisi Sekil 4.4 te

verilmistir. Buna gore 151k stresi uygulamasi klorofil a,

total klorofil ve karotenoid miktarlarinin
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kontrole gore artmasini saglarken klorofil b miktarinda diisiise sebep oldu. Ancak 1s1k stresi
uygulamasi sonucunda kontrol bitkisine oranla elde edilen bu artis ve azaliglarin anlamli bir

fark yaratmadigi saptandi (P>0,05).

4.3. ISIK STRESININ TOTAL FENOLIK, FLAVONOIiD VE ANTOSIYANIN
ICERIGINE ETKISi

Yiiksek 11k stresi uygulamasinin 4. caroliniana bitkisinin total fenolik miktar1 tizerindeki etkisi
Sekil 4.5 ve Tablo 4.2 de verilmistir. 7 giinliilk uygulama sonucunda kontrol bitkisinde total
fenolik icerigi 1,44 ng/eTA olarak saptanirken 151k stresi uygulanan A. caroliniana bitkisinde
1,98 ng/gTA olarak saptandi (P<0,05).

o
h
]

a

e
<
1

sy
(=]
1

=
9]
1

SRR R |

!

1
Kontrol Isik Stresi

Total Fenolik Miktar1 (ng/gTA)
n
1

o~
>

Sekil 4. 5: Kontrol ve 11k stresi uygulanmis A. caroliniana bitkisinin 7. giindeki total fenolik
miktarlari.

Yiiksek 151k stresi flavonoid miktarlarinda artis saglarken (Sekil 4.6 ve Tablo 4.2) bu degerler
kontrol ve 151k stresi uygulamalarinda sirasiyla 1,19 pg/gTA ve 1,66 ng/gTA olarak saptandi
(P<0,05).
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Sekil 4. 6: Kontrol ve 151k stresi uygulanmis 4. caroliniana bitkisinin 7. giindeki total flavonoid
miktarlari.

Yiiksek 151k stresi sonucunda elde edilen antosiyanin miktarlar1 Sekil 4.7 de verilmistir. Isik
stresi 7 glinliik uygulama siiresince antosiyanin miktarinda anlamli bir artis sagladi (P<0,0001).
Kontrol ortaminda antosiyanin miktar1 0,005 pg/gTA olarak saptanirken yiiksek 151k stresi
uygulamasi ile birlikte 6nemli oranda artarak 0,041 pug/gTA olarak saptandi.
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Sekil 4. 7: Kontrol ve 151k stresi uygulanmis 4. caroliniana bitkisinin 7. giindeki antosiyanin
miktarlari.
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Yiiksek 151k stresinin total fenolik, flavonoid ve antosiyanin miktari iizerindeki karsilagtirmali
etkisi Tablo 4.2 de verilmistir. Buna gore 151k stresi uygulamasi sonucunda total fenolik ve
flavonoid miktarlar1 kontrole gore sirasiyla %38 ve %45 (P<0,05) oranlarinda artis gosterdi
(Sekil 4.4 — Sekil 4.5 ve Tablo 4.2). Diger taraftan yiiksek 151k stresi uygulamasi sonucunda
elde edilen antosiyanin miktar1 kontrole oranla 8,2 kat (P<0,0001) artt1 (Sekil 4.6 — Tablo 4.2).

Tablo 4. 2: Kontrol ve 151k stresi uygulanmis A. caroliniana bitkisinin 7. giindeki total fenolik,
total flavonoid ve antosiyanin miktarlart.

Kontrol Isik Stresi
Total Fenolik Miktar: (ng/gTA) 1,44 £ 0,20 1,98 £0,07*
Total Flavonoid Miktar: (ng/gTA) 1,14+0,17 1,66 = 0,09*
Antosiyanin I¢erigi (ug/gTA) 0,005 £ 0,001 0,041 £ 0,001 ***

* P<0,05, *** P<0,0001

4.4. ACLIK STRESINiIN KLOROFIL VE KAROTENOID iCERIGINE ETKIiSi

Aclik stresinin A. caroliniana bitkisinde fotosentetik pigment igerigi iizerine olan etkisi Tablo
4.3 ve Sekil 4.8-10 da verilmistir. Buna gore aclik stresi klorofil (chl) a miktarinda anlamli bir
artis (P<0,05) saglarken, klorofil b miktarindaki artigin istatistik anlamda fark yaratmadigi
belirlendi (P>0,05). Aclik stresi uygulamasi ile chl a / chl b oraninda kontrole benzer degerler
elde edilirken, total chl / karotenoid oraninin kontrole gore belirgin sekilde diistiigii (P<0,01)
saptand1 (Tablo 4.3).
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Tablo 4. 3: Kontrol ve aglik stresi uygulanmis A. caroliniana bitkisiden elde edilen fotosentetik
pigment miktarlari.

Kontrol Aclhik Stresi
Chl a (ug/ml) 7,07 £ 1,08 9,47+ 1,34 *
Chl b(pg/ml) 2,19+0,30 3,22 +0,36
Total Chl (ug/ml) 9,27+ 1,37 12,70 £ 1,70 **
Karotenoid (png/ml) 2,87 +0,33 5,66 £ 0,70 *
Chla/Chlb 3,21 £0,03 2,94+0,11
Total Chl/ Karotenoid 3,23+0,11 2,24 4+ 0,05 **

* P<0,05, ** P<0,01

Aclik stresi uygulamasi total klorofil miktarinda kontrole gore 6nemli miktarda (P<0,05) artig
sagladi (Sekil 4.8). Kontrol ve aglik stresi uygulamasi ile elde edilen total klorofil miktarlar
sirastyla 9,27 pg/ml ve 12,70 pg/ml olarak saptandi.
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Sekil 4. 8: Aclik stresinin A. caroliniana bitkisinin total klorofil miktari lizerine etkisi.
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Aclik stresi uygulamasinin karotenoid miktar1 tizerindeki etkisi Sekil 4.9 da verilmistir. Buna
gore aglik stresi uygulamasi ile elde edilen karotenoid miktar1 kontrole oranla 6nemli miktarda
arttt (P<0,05). Aglik stresi uygulamasinda elde edilen karotenoid miktar1 5,70 pg/ml iken
kontrol bitkisinde 2,90 pg/ml olarak saptandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9: Aclik stresinin A. caroliniana bitkisinin karotenoid miktar1 {izerine etkisi.

Aclik stresinin fotosentetik pigment icerigi lizerindeki karsilastirmali etkisi Sekil 4.10 da
verilmistir. Buna gore aglik stresi uygulamasi klorofil a (P<0,05), total klorofil (P<0,01) ve
karotenoid (P<0,05) miktarlarinin kontrole gore artmasini sagladi. Diger taraftan aglik stresi ile
klorofil b miktar1 da artis gostermesine ragmen kontrole gore bu artisin anlamli bir fark

yaratmadigi saptandi (P>0,05).
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Sekil 4. 10: A¢lik stresi uygulamasi sonucunda 4. caroliniana bitkisinden elde edilen fotosentetik
pigment miktarlari.

4.4. ACLIK STRESININ TOTAL FENOLIK, FLAVONOID VE ANTOSIYANIN
ICERIGINE ETKIiSi

Aclik stresi uygulamasinin A. caroliniana bitkisinin total fenolik miktar1 tizerindeki etkisi Sekil
4.11 ve Tablo 4.4 de verilmistir. Ac¢lik stresi uygulamasi sonucunda kontrol bitkisinde total
fenolik madde icerigi 3,37 pg/gTA olarak saptanirken aglik stresi uygulanan A. caroliniana

bitkisinde 15,81 pg/gTA olarak saptand1 (P<0,05).
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Sekil 4. 11: Aclik stresi uygulamasi sonucunda 4. caroliniana bitkisinden elde edilen total fenolik
miktarlari.

Aglik stresi flavonoid igeriginde 6nemli oranda artis saglarken (Sekil 4.12 ve Tablo 4.4) bu
degerler kontrol ve aclik stresi uygulamalarinda sirastyla 4,88 ug/gTA ve 22,59 ng/gTA olarak
saptand1 (P<0,05).

Q 3 0 =
-
=11}
—~
=1)]
=
= 20
pl=T ]
=
[-F]
[ l
o, M I.-...-.-..-.-.-.-.-:l
E 10' s smsEEEEEEES
g s -. -.-.-.-.-::
o P e e e e e e s
-
E I.-...-.....-.........-.l
o 0 FEEEEEEEEEES

: :
Kontrol Achk Stresi

Sekil 4. 12: Acglik stresi uygulamasi sonucunda A. caroliniana bitkisinden elde edilen total
flavonoid miktarlari.



23

Aclik stresi sonucunda elde edilen antosiyanin miktarlar1 Sekil 4.13 te verilmistir. Aglik stresi
uygulamasi antosiyanin miktarinda anlamli bir artis sagladi (P<0,05). Kontrol ortaminda
antosiyanin miktar1 0,005 pg/gTA olarak saptanirken aglik stresi uygulamasi ile birlikte bu
deger 6nemli oranda artarak 0,018 pug/gTA olarak saptandi.
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Sekil 4. 13: Aclik stresi uygulamasi sonucunda A. caroliniana bitkisinden elde edilen antosiyanin
miktarlari.

Tablo 4. 4: Kontrol ve aglik stresi uygulanmis 4. caroliniana bitkisinden elde edilen total fenolik,
total flavonoid ve antosiyanin miktarlari.

Kontrol Aclik Stresi
Total Fenolik Miktar1 (ug/gTA) 3,37+0,10 15,81 + 1,68%*
Total Flavonoid Miktar1 (ug/gTA) 4,88 £0,26 22,57 £ 1,60*
Antosiyanin I¢cerigi (ug/gTA) 0,005 £ 0,001 0,018 +£0,003*

*P<0,05

Aclik stresinin total fenolik, flavonoid ve antosiyanin miktar1 iizerindeki karsilastirmalr etkisi
Tablo 4.4 te verilmistir. Buna gore aclik stresi uygulamasi sonucunda total fenolik ve flavonoid

miktarlar1 kontrole gore sirasiyla %369 ve %363 (P<0,05) oranlarinda artig gosterdi (Sekil 4.11
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— Sekil 4.12 ve Tablo 4.4). Diger taraftan aglik stresi uygulamasi sonucunda elde edilen
antosiyanin miktar1 kontrole oranla %291 (P<0,05) oraninda artt1 (Sekil 4.13 — Tablo 4.4).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. YUKSEK ISIK STRESININ 4Z0LLA UZERINDEKI ETKISI

Bitkilerin yapisi, kismen, ¢evreden gelen 151k sinyalleriyle diizenlenir (Franklin ve dig., 2005;
Kim ve dig., 2004). Isik, fotosentetik organizmalar i¢in enerji kaynagidir ve 1s1k yogunlugu
bitki biiyiimesinde 6nemli bir rol oynar. Diisiik 151k kosullar1 gaz degisimini etkileyerek bitkinin
biiylimesini ve verimliligini engellerken (Zavala ve Ravetta, 2001), asir1 151k yogunlugunun
fotosentetik aparat lizerinde zararl etkileri vardir (Lichtenthaler ve dig., 2007). Sonug olarak,
bitkiler yapilarini ve fizyolojilerini hakim 1s1k ortamina uyarlamak i¢in karmasik mekanizmalar
gelistirmistir (Fan ve dig., 2013). Zimmerman (1985) 450 - 510 umolm™2 s! yiiksek 151k siddeti
uygulamasinda 26/22 °C iliman kosullarda 4. filiculoides ve A. caroliniana tiirlerinde bitki
biiylimesinin tegvik edildigini belirtmistir. Talley ve Rains (1980) Azolla filiculoides te bliylime
oraninin artan 151k siddeti (500-1000 umolm™ s') ve sicaklik (25/15 — 35/25 °C) kosullariyla
birlikte arttigini rapor etmistir. Diger bir calismada ise 4. pinnata bitkisi %65 dogal 151k
yogunlugunda maksimum biiylime gosterirken, {i¢ 4. filiculoides 1tk (4, 6 ve 10), daha genis
bir 151k yogunlugu (%50-100) araliginda maksimum biiylime degerleri gostermistir (Moretti ve
Siniscalco Gigliano, 1988). Pereira ve dig. (2015) kontrol 4. microphylla ve A. caroliniana
bitkileri i¢in RGR'nin sirasiyla 0.085 ve 0.087 gg'day!' oldugunu belirtmistir. Bu tez
calismasinda hem kontrol (0,23 gg''day!) hem de 151k stresi uygulamasindan (0,27 gg'day™)
elde edilen biiyiime oranlar1 diger ¢calismalarda (Abraham, 2010; Kannaiyan, 1992; Kosesakal
ve Yildiz, 2019) elde edilen degerlerden oldukga yliksekti (Sekil 4.1). Bu calismada 450
umolm™? s! olarak 7 giin siireyle uygulanan yiiksek 151k stresi kosullar1 4. caroliniana bitkisinin
bagil biiylime oranini kontrole gdre artirmis olmasina ragmen istatistiki olarak anlamli bir fark
yaratmadi (Sekil 4.1). Elde edilen bagil biiylime oranlar1 degerlendirildiginde yiiksek 151k stresi
kosullarimin bitki biiyiimesini kontroliin {izerinde tesvik ettigi goriilse de Azolla caroliniana
bitkisi i¢in optimum 151k siddeti degerinin 450 umolm™ s den ¢ok daha az olmas1 gerektigi

sOylenebilir.

Bitkiler, 151k enerjisinin absorpsiyon, kullanim ve dagitim kapasitelerini dengelemek igin
klorofil konsantrasyonunu diizenlerler. Bu diizenlemenin g¢evresel stres altinda mevsimsel
dalgalanmalara kars1 bitkilerin bir adaptasyonu oldugu diisiiniilmektedir (Rai ve Rai, 2003).
Gerganova ve dig. (2016) yiiksek 151k yogunlugunun (800 pumolm™ s™') domates bitkilerinde 2.
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ve 6. glinde chl a / chl b oranini artirdigini belirtmistir. Ayni ¢alismada 6. giinde total klorofil
miktari (chl a+b) kontroliin ¢ok az altinda olmasina ragmen kontrole benzer degerler vermistir.
Diger taraftan yiiksek 1s1k yogunlugunda karotenoid miktarlar1 kontrole benzer degerler
verirken, total klorofil / karotenoid oran1 belirgin sekilde diismiistiir. Zimmerman (1985) farkl
A. caroliniana wklart (RAR ve M-3) ve A. filiculoides (LA) ile yaptig1 calismada 450-510
pmolm™ s yiiksek 151k yogunlugunun klorofil miktarinin iki katina ¢ikma siiresini M-3 rkinda
oldukca uzattigin1 belirtmistir. Barczak-Brzyzek ve dig. (2017) kisa siireli yiiksek 1s1k
yogunlugu uygulamasinin Arabidopsis thaliana bitkisinde klorofil a miktarinda herhangi bir
etki yaratmadigini, ancak klorofil b miktarin1 6nemli oranda artirdigini bildirmistir. Ayni
calismada yiiksek 1s1k yogunlugunun karotenoid miktart iizerinde herhangi bir degisiklik
yaratmadig1 da saptanmustir. Bu tez ¢aligmasinda yiiksek 151k yogunlugu klorofil a miktarinda
artis saglarken klorofil b miktarinin diismesine sebep oldu. Diger taraftan total klorofil ve
karotenoid miktarlar ise kontroliin iizerinde artarken kontrole benzer degerler verdi. Klorofil
a/ klorofil b orani1 ise kontrole oranla belirgin bir azalma (P<0,05) gosterdi (Tablo 4.1, Sekil
4.2-4). Eger fotosentetik aparat tarafindan absorbe edilen asir1 151k enerjisi hizla
tiikketilemiyorsa, bu fotosentetik etkinligi azaltabilir ve fotoinhibisyona neden olabilir ve hatta
fotosentetik reaksiyon merkezine zarar verebilir. Ornegin, fotosistem I (PS I), yiiksek 151k stresi
ile kolayca fotoinhibe edilebilir ve yliksek 151k, fotosistem II'nin onarimini da engelleyebilir
(Takahashi ve Murata, 2008). Fotosistem II (PSII) 'nin 151k korumasi, asir1 151k altinda reaktif
oksijen tiirlerinin (fotooksidatif stres) olusumundan dolay1 fotosentetik cihazin 1s18a baglh
hasarin1 dnlemek icin gereklidir. Karotenoidlerin, ii¢lii (triplet) klorofil (*Chl") ve singlet
oksijeni ('02") devre dis1 birakma 6zelliklerine dayanarak bu islemlerde ¢ok 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir (Jahns ve Holzwarth, 2012). Karotenoidler fotosentetik sistemde 151k
absorbsiyonuna katkida bulunduklar1 gibi, fotosentetik makinay1 yiiksek 1s1k yogunlugundan
korumak i¢in bitkinin asir1 enerjiyi 1s1 olarak dagitmasina da yardimci olur (Bayat ve dig.,
2018). Bu sekilde kontroliin biraz iizerinde artan klorofil miktarina karsilik olarak artan
karotenoid miktar1 ve azalan chl a / chl b orani asir1 151k yogunlugunun 4. caroliniana bitkisinin

fotosentez etkinligi lizerinde olumsuz etki yaratmaya basladig1 seklinde agiklanabilir.

Hem 151k yogunlugunun hem de UV 15181n, ¢esitli bitkilerde fenolik ve flavonoidler olmak iizere
sekonder metabolitlerin konsantrasyonunu degistirdigi bildirilmistir (Izaguirre ve dig., 2007;
Thines ve dig., 2007). Antosiyanin birikimi 1s1k miktar1 ve/veya niteligindeki degisiklikler ile

meydana gelir ve bu durum Azolla, domates, marul ve Arabidopsis de dahil olmak {lizere ¢esitli
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bitkilerde belgelenmistir (Gerganova ve dig., 2016; Jayakumar ve dig., 1999; Li ve Kubota,
2009; Oh ve dig., 2014). Isik antosiyanin sentezi i¢in bir gerekliliktir ve antosiyanin {iretimi
1s1kla diizenlenir (Vyas ve dig., 2014). Petrella ve dig. (2016) ¢alismalarinda salkim otu (Poa
trivialis L.) bitkilerinde yiiksek yogunluklu metal halojen aydinlatmasimin (1000 umolm™ s™')
antosiyanin igerigini onemli dlcilide arttirdigini ve ayrica LED kullanan dalga boyuna 6zel 151k
islemlerinin de antosiyanin sentezinin etkinligini artirabilecegini gostermistir. Jayakumar ve
dig. (1999) ultraviyole-C (UV-C) uygulamasinin Azolla microphylla bitkisinde antosiyanin ve
flavonoid igerigini kontrole gore sirasiyla %18,5 ve %3,7 arttirdigini belirtmistir. Zimmerman
(1985) yiiksek 1s1k seviyelerinin A. caroliniana ve A. filiculoides te antosiyanin iiretimini tegvik
ettigini saptamustir. Li ve Kubota (2009) marul bitkisinde UV-A ve mavi 151k uygulamasinda
antosiyanin konsantrasyonunun sirasiyla %11 ve %31 artarken, kirmizi1 151k uygulamasinin ise
fenolik konsantrasyonunu %6 arttirdiginm1  bildirmistir. Artemisia absinthium L. kallus
kiiltiirlerine farkli 151k spektrumlarinin uygulandigi bir ¢alismada yesil spektrumun total
fenolik, total flavonoid ve antioksidan aktivite icin daha destekleyici oldugu bulunmustur
(Tariq ve dig., 2014). Bu tez calismasinda yiiksek 151k yogunluguna (450 pmolm s!) maruz
birakildiklarinda, A. caroliniana bitkileri, kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda total fenolik,
flavonoid ve antosiyanin konsantrasyonlarini énemli 6l¢iide arttirdi (Tablo 4.2, Sekil 4.5-7).
Antosiyaninler de dahil olmak iizere fenolik maddeler, bitkilerde abiyotik strese toleransta cok
islev goren en 6nemli sekonder metabolit sinifidir (Landi ve dig., 2015; Wahid ve dig., 2007).
Fenolik bilesiklerin ve flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri antioksidan potansiyelleriyle
iliskilidir (Ghasemzadeh ve dig., 2010). Antioksidan sistemin koruyucu etkisi, 151k, soguk stresi
ve agir yaralanmalara karsi savunma mekanizmalar1 gibi zor kosullar altinda devreye girer.
Antioksidan aktivite, strese karsi tiir direnci ile dogrudan iliskilidir (Smirnoff, 1998). Sekonder
metabolitlerin konsantrasyonlari, glines 1s18inin miktar1 ve dalga boyu dahil olmak {izere ¢ok
sayida biyotik ve abiyotik faktorden etkilenir (Estell ve dig., 2016). Antosiyaninler fotosentetik
cihazin yiiksek 151k yogunlugundan kaynaklanan hasarlardan korunmasinda da rol oynar
(Petrella ve dig., 2016). Yiiksek miktarda antosiyanin i¢eren yapraklarin fotoinhibisyondan
daha az etkilendikleri ve asir1 151k etkisinden daha hizli toparlandiklar1 gosterilmistir (Pietrini
ve dig., 2002; Steyn ve dig., 2002). Yiiksek 151k uygulamasinda antosiyanin, total fenolik ve
flavonoid miktarlarindaki bu artis, fotosentetik olmayan bu pigmentlerin, diger vaskiiler
bitkilerde oldugu gibi, Azolla'da da yapragin asir1 ultraviyole radyasyonuna karsit koruyucu
etkisi seklinde agiklanabilir.
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5.2. ACLIK STRESININ 4AZ0LLA UZERINDEKI ETKIiSI

Su bitkilerinin biiyiimesi, genellikle gelisimsel siire¢lerini etkileyebilecek anahtar ¢evresel
faktorlerle sinirlidir (Bornette ve Puijalon, 2011). Isik yogunlugu ve besin bulunabilirligi,
akuatik makrofitlerin gelisimini 6nemli derecede etkiler ve yetersiz ¢evresel kosullar altinda
siirlt bir bilylime meydana gelebilir. Bitki biiylime ortamlarindaki besin yetersizligi bitkisel
tiretim i¢in 6nemli bir sinirlayici faktordiir. Bu tez ¢alismasinda aglik stresi uygulamasi klorofil
a (P<0,05), total klorofil (P<0,01) ve karotenoid (P<0,05) miktarinda kontrole gore artig
saglarken, total klorofil/karotenoid (P<0,01) oraninin énemli derecede azalmasina sebep oldu
(Tablo 4.3, Sekil 4.8-10). Giorgi ve dig. (2009) azot aglig1 kosullarinda civanpergemi (Achillea
collina Becker ex Rchb.) bitkisinde klorofil a, klorofil b, klorofil (a+b) ve karotenoid miktarinin
indirgendigini bildirmistir. Késesakal ve Unal (2009) ¢inko eksikliginin domates fidelerinin
hipokotillerinde total klorofil ve karotenoid miktarlarini arttirmasina ragmen kotiledonlarinda
kontrole benzer sonuglar verdigini belirtmistir. Diger taraftan Hajiboland ve Amirazad (2010)
cinko eksikliginin klorofil a miktar1 ve klorofil a/b oranini indirgedigini rapor etmistir. Farkli
nutrient seviyelerinde yetistirilen akuatik makrofit Myriophyllum aquaticum bitkisinde
ortalama ve yiiksek besin seviyeleri yiiklemesinden elde edilen ortalama klorofil a miktar1 besin
yiiklemesi yapilmayan bitkilere gore sirastyla %56,2 ve %50,5 artmistir (Tan ve dig., 2019).
Azot eksikligi 1spanak bitkisinde klorofil a ve b miktarlarin1 6nemli dl¢iide indirgerken, fosfor
(P) ve potasyum (K) eksikligi ise klorofil a ve total klorofil igerigini ve klorofil a/b oranini
arttirmistir (Xu ve Mou, 2016). Ismail ve Mohamed (2010) fosfor eksikliginin, 4. caroliniana
bitkisinin biiyiimesi iizerinde dnemli bir engelleyici etkiye sahip oldugunu rapor etmistir. Bu
etkinin ise, fotosentetik pigmentlerin i¢eriginde ve fotosistem II (PSII) aktivitesinde belirgin bir
diisiisle birlikte oldugu belirtilmistir. Bitki pigmentlerinin fotosentetik siiregte ve genel bitki
fizyolojisi kosullarinda oynadig1 hayati rol géz 6niine alindiginda, miktarlarinin saptanmasi,
bitki saghigini izlemek ve dolayli olarak stres tepkisini belirlemek icin dnemli bir arag
saglayacaktir (Shah ve dig., 2017). Yaprak klorofil icerigi fotosentetik kapasite i¢in 6nemli bir
gosterge saglarken (Cannella ve dig., 2016), karotenoidler fotosentezde 1sik enerjisinin
absorbsiyonundaki rollerine ilaveten (Zakar ve dig., 2016) oksidatif strese karsi savunma
mekanizmasinda da etkilidirler (Wurtzel, 2019). Bu calismada besin yetersizligi sonucunda
artan total klorofil miktarina karsilik kontroliin lizerinde artan karotenoid miktar1 aglik stresinin
yarattigr olumsuz etkinin giderilmesinde karotenoidlerin aktif islem gordiigiinii ve stresin

olumsuz etkilerinin azaltilmasinda etkili olduklarini diisiindiirmektedir.
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Giorgi ve dig. (2009), hidroponik kiiltiirde azot yetersizligi uygulanmis civanpergemi bitkisinin
kok ve yapraklarinda total fenolik igeriginin 6nemli miktarda arttigini belirtmistir. Cinko
eksikliginde Brassica oleracea yapraklarinda antosiyanin ve ¢oziinebilir fenolikler kontrole
gore sirastyla %58 ve %29 oraninda birikmistir (Hajiboland ve Amirazad, 2010). Xu ve Mou
(2016) 1spanak bitkisinde azot eksikliginde antosiyanin ve total fenolik igeriginin artarken,
flavonoid igerigi ve karotenoid miktarinin azaldigini rapor etmistir. Ayni ¢alismada P ve K
eksikliginde total fenolik ve flavonoid igerigi artarken antosiyanin miktar1 kontrole benzer
degerler vermistir. Baska bir calismada ise azot ve fosfor yoklugu, Arabidopsis thaliana ve
Lycopersicon esculentum fidelerinde flavonollerde artisa neden olmustur (Stewart ve dig.,
2001). A. filiculoides ve A. pinnata yapraklarinda soguk ve aclik gibi abiyotik streslere karsi
kirmizi renk olusumu bildirilmistir (Miranda ve dig., 2018). Fosfor eksikligi A. caroliniana
bitkisinde antosiyanin miktarini énemli oranda arttirmistir (Ismail ve Mohamed, 2010). Bu
calismada aglik stresi uygulamasi ile birlikte total fenolik, flavonoid ve antosiyanin miktarlari
kontrole gore sirasiyla %369, %363 ve %291 (P<0,05) oranlarinda artti1 (Tablo 4.4, Sekil 4.11-
13). Fenolik bilesikler, cesitli yapisal siniflar1 (6rnegin, ligninin onciisii olarak) ve biyolojik
fonksiyonlar1 igeren en biliyiik bitki sekonder metabolit grubunu temsil eder. Bunlar,
fenilpropanoid yolunun temel enzimi olan fenilalanin amonyak-liyaz (PAL; EC 4.3.1.5)
etkisiyle iiretilen trans-sinnamik asitten kdkenlenirler. Biyotik ve abiyotik streslere reaksiyon
olarak bitki dokularinda siklikla fenolik bilesik biyosentezinde ve birikiminde artis ortaya ¢ikar
(Dixon ve Paiva, 1995). Abiyotik stresler arasinda, mineral besin yetersizliginin fenilpropanoid
metabolizmasini etkiledigi bildirilmistir. Ozellikle, mineral besin eksikligi kosullarinda,
flavonoller (Stewart ve dig., 2001), antosiyaninler (Landi ve dig., 2015) ve fenolik bilesiklerin
birikimi rapor edilmistir (Kovacik ve dig., 2007). Bu calismada elde edilen sonuglarla aglik
stresi kosullarinda kontroliin ¢ok {izerinde artan total fenolik, flavonoid ve antosiyanin
miktarlarinin besin yetersizligi kosullarmin yarattigi olumsuz etkilerin giderilmesinde A.
caroliniana bitkisinin sekonder metabolit metabolizmasinin aktif olarak calismasini

stirdlirdigli sonucuna varilabilir.

Sonug olarak bu ¢alismada, yiiksek 151k siddeti (450 pmolm™ s™') bitkilerin daha yiiksek taze
agirlik ve biiylime indeksini desteklese de (Sekil 4.1), kontrol seviyesinde kalan klorofil
miktarina karsilik artan karotenoid, antosiyanin, total fenolik ve flavonoid miktarlar1 bitkinin
yiiksek 1s1k siddetinin vermis oldugu hasardan kendini korumaya calistigini gdstermektedir.

Yine aymi sekilde aglik stresinin Azolla caroliniana bitkisinde karotenoid, total fenolik,
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flavonoid ve antosiyanin birikimini énemli dl¢iide arttirdig1 saptandi. Azolla yapraklarindaki
antosiyanin birikimi basta olmak iizere, karotenoid, total fenolik ve flavonoid miktarlarindaki
artisin, fotosentetik cihazi tarayarak fotosentezi sinirlamadan, dncelikle fotosentetik cihazin
yiiksek 1s181n (Pietrini ve dig., 2002) ve aglik stresinin zararh etkilerinden korunmasini

sagladigini gostermektedir.
Bu calismadan elde edilen verilerin literatiire katki saglanmasinin yaninda;

e  Abiyotik stres kosullarina cevap olarak pigment igeriginde meydana gelen degisimlerin
antioksidan kapasitelerinin arastirilmast,

e  Abiyotik stres kosullarinin pigment igerigi ve birikimine neden olan etkisinin, de novo
transkriptom analizi ile yiiriitiilmesi,

e Pigment degisimine neden olan abiyotik kosullarin, Azolla nin transkriptom profili ve
dinamigi tizerindeki etkisinin belirlenmesi,

e  Belirli bir biyosentetik yolagi asir1 ifade eden (overeksprese) enzimlerle, 6rnegin yapisal
olarak yliksek metabolit diizeyi miihendislik iirtinii bitkiler disinda, beslenme ve ¢evresel
faktorlerin uygun manipiilasyonu ile, tathh su bitkilerinde bu 6nemli metabolitlerin
birikimini ve verimini en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in alternatif bir yol olarak kullanilarak

bliyiik 6lgekli tiretimler de kullanilabilecegi,

Seklinde belirlenen farkli c¢alismalarin uygulanmasi ve arastirilmasina olanak saglayacagi

belirtilebilir.
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