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ASPIR GENOTIPLERINDE KURAKLIGA DAYANIKLILIGIN
FiZYOLOJIK, BIYOKIMYASAL VE MOLEKULER DUZEYDE
INCELENMESI

Sekiire CULHA ERDAL
Doktora, Biyoloji Bolimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Yasemin EKMEKCI
ikinci Tez Danismani: Prof. Dr. Fiisun INCi EYIDOGAN
Haziran 2017, 231 sayfa

Calismada, kuraklik stresine dayanikli aspir (Carthamus tinctorius L.) gesit ve
hatlarinin belirlenmesi ve bu genotipler ile kurakliga dayanikli oldugu bilinen
yabani aspir turi Carthamus oxyacantha’nin kuraklik stresine verdidi cevaplarin
incelenmesi amaglanmistir. Calisma 3 asamadan olugsmaktadir; 1. asamada
(seleksiyon) Ulkemizde yetistirilen 4 tescilli aspir gesitleri ve 8 islah hatlarinin
kuraklik stresine karsi dayanikliliklari ile iyilesme kapasiteleri orta (5 glin) ve
siddetli kuraklik (7 glin) ile onlarin yeniden sulama surelerinde (5 gun), polifazik
klorofil a fluoresansi kinetikleri; biyokimyasal (iyon sizintisi ve pigment igerigi) ve
fizyolojik (toprak ve yaprak su potansiyeli ile nispi su igerigi) oOlcumleri ile
taranmigtir, genotipler puanlandiriidiktan sonra dayaniklilik derecelerine gore
siniflandinimistir. 2. asamada (karakterizasyon); secilen dayanikli ve hassas
genotipler ile yabani aspir turinde kurakhdin (7 gun) ve yeniden sulama
kosullarinin (5 gun) etkisi; morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisimler ile
karakterize edilmistir. 3. asamada ise aspir genotiplerinde (dayanikli; Remzibey-05
ve duyarl; Linas c¢esidi ile yabani aspir) kuraklik kosullari altinda protein
ifadelerindeki degisimler proteomik analizler ile incelenmistir.

Seleksiyon asamasinda polifazik klorofil a fluoresansi ile bazi fizyolojik ve

biyokimyasal analizlerden elde edilen sonuglara gore hesaplanan kuraklik (KFI) ve



iyilesme (IF1) faktor indeksleri, hasar indeksleri ve iyilesme potansiyellerine gore
genotipler kurakliga dayanikli (Remzibey-05 ile AOVD-L/14), orta derece dayanikli
ve hassas (Linas ve AOVD-L/12) olarak siniflandiriimistir. Karakterizasyon
sonuglari; kurakhgin aspir genotiplerinde buyume ve gelismenin azalmasina
neden oldugunu gostermigtir. yeniden sulama kosullarinda ise genotipler kurakliga
dayanikliliklarina goére iyilesme saglayabilmigtir. Morfolojik analizler ise aspir
genotiplerinde kuru agirhgin stresin etkilerini belirlemede bitki boyu, yaprak sayisi
ve taze agirhigina kiyasla daha segici bir parametre oldugunu ortaya koymustur.
Kuraklik kosullarinda, nispi su igerigi, fotosentetik aktivite ve pigment igerigi genel
olarak C. oxyacantha’da oOnemli dizeyde degismezken; diger genotiplerde
azalmistir ve en fazla iyilesme Remzibey-05'de belirlenmistir. Stres kosullarinda,
en dusik membran hasari C. oxyacantha’da belirlenirken; en ylksek Linas’ta
bulunmustur. Hidrojen peroksit (H2O,), prolin, antosiyanin ve flavonoid miktari ile
bazi antioksidan enzim aktivitelerinin [sUperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR) ve peroksidaz (POD)] C.
oxyacantha'da diger genotiplerin kontrollerine gore daha ylksek oldugu
belirlenmistir. H,O, c¢esit ve hatlarda kuraklik kosullarinda o6nemli dizeyde
artmistir. Bununla birlikte; yeniden sulamada en fazla Remzibey-05'de azaltir.
Prolin, antosiyanin ve flavonoid miktari ile antioksidan enzim aktivitelerinden [SOD,
APX, GR, POD, katalaz (CAT) ve aldoz reduktaz (ALR)] elde edilen sonuglar bu
bulgulari destekler niteliktedir. Proteomik analizlerde, genotiplerde farkli sekilde
ifade olan 72 proteinden 47 tanesi MALDI-TOF/TOF MS/MS kutle spektrometresi
ile ilgili veri tabanlari kullanilarak tanimlanmistir. Kuraklik kosullarinda ifadesi
degisen proteinlerin ¢gogunun fotosentez ve karbohidrat metabolizmasinda yer
aldigi saptanmistir. Genotiplerin protein ifadelerindeki degisimler; Remzibey-05’in
C. oxyacantha'ya benzer sekilde kuraklikta metabolik aktivitelerini sinirlandirarak

stres etkisini azalttigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Aspir (Carthamus tinctorius L.), kuraklik, polifazik klorofil a

fluoresans kinetikleri, antioksidan savunma sistemi, proteom degisimleri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF DROUGHT TOLERANCE AT
PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR LEVEL IN
SAFFLOWER GENOTYPES

Sekiire GULHA ERDAL
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Yasemin EKMEKCI
Co-supervisor: Prof. Dr. Fiisun INCi EYIDOGAN
June 2017, 231 pages

In the study, it was aimed to determine the cultivars and lines of drought tolerant
safflower (Carthamus tinctorius L.) and to investigate the responses of these
genotypes to the drought stress with the wild safflower Carthamus oxyacantha,
which is known to be resistant to drought. The study consists of 3 stages; at stage
1 (selection), 4 registered aspir cultivars and 8 lines grown in our country were
screened for drought stress tolerance with recovery capacities during moderate (5
days) and severe (7 days) drought and their re-irrigation periods (5 days) using
polyphasic chlorophyll a fluorescence kinetics, biochemical (ion leakage and
pigment content) and physiological measurements (soil and leaf water potential
with relative water content), genotypes were classified after scored data according
to their tolerance rates. At stage 2 (characterization); the impact of drought (7
days) and re-irrigation conditions (5 days) on selected tolerant and sensitive
genotypes and wild safflower genotypes were characterized with morphological,
physiological and biochemical changes. At stage 3, changes in protein expression
in safflower genotypes (tolerant; Remzibey-05 and sensitive; Linas cultivars with

wild safflower) under drought conditions were explored by proteomic analysis.

At selection phase, genotypes were classified as resistant to drought (Remzibey-
05 and AOVD-L/14), moderate tolerant and sensitive (Linas and AOVD-L/12)


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/be%20characterized

according to the drought (KFI) and recovery factor indexes (IFl), damage indices
and recovery potentials calculated according to the results obtained from some
physiological and biochemical analyzes with polyphasic chlorophyll a
fluorescence. Characterization results showed that the drought causes to
decrease of the growth and development of the safflower genotypes. In the case
of re-irrigation conditions, genotypes can recover according to their tolerance to
drought. Morphological analyzes exhibited that dry weight of safflower genotypes
is a more selective parameter than other parameters such as plant height, number
of leaves and fresh weight in determining the effects of stress. While relative water
content, photosynthetic activity and pigment content were generally unchanged in
C. oxyacantha under drought conditions; the other genotypes decreased and the
maximum improvement was determined in Remzibey-05. Under stress conditions
the lowest membrane damage was determined in C. oxyacantha, but the highest
was in Linas. It was determined that hydrogen peroxide (H20,), proline,
anthocyanin and flavonoid amount with some antioxidant enzyme
activities [superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), glutathione
reductase (GR) and peroxidase (POD)] were higher in C. oxyacantha than they
were in the controls of other genotypes. H,O, content was increased significantly
in drought conditions in varieties and lines. However, the most decrease was in
Remzibey-05 at rewatering. The results obtained from proline, anthocyanin and
flavonoid amount and antioxidant enzyme activities [SOD, APX, GR, POD,
catalase (CAT) and aldose reductase (ALR)] support these findings. In proteomic
analyzes, 47 of the 72 proteins expressed differentially in the genotypes were
identified using databases related to the MALDI-TOF/TOF MS/MS mass
spectrometer. Most of the proteins which changed their expression under drought
conditions were found to be involved in photosynthesis and carbohydrate
metabolism. Changes in protein expression of genotypes were exhibited that
Remzibey-05 is similar to C. oxyacantha by limiting its metabolic activities in

drought, thereby reducing stress.

Keywords: Safflower (Carthamus tinctorius L.), drought, polyphasic chlorophyll a

fluorescence kinetics, antioxidative defence system, proteom changes
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1. GIRIS
Gunumuzde sicaklik artisina bagl olarak etkisi daha da yogun hissedilen ve
kuresel iklim dedgisikliklerinin sonuclarindan biri olan kuraklik, kullanilabilir su
miktarini azaltarak oOzellikle tarim alanlarini etkilemekte ve tarimsal urunlerde
onemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu nedenle sulamanin dnemi ise her
gegen gun biraz daha artmakta; buna karsin, dinyanin birgok bodlgesinde, tarimsal
amagla kullanilan su kaynaklar da giderek azalmaktadir. Artan dinya nufusunun
su kullanimi ve endustriyel gereksinimleri de bu azalmayi belirli Olgctude
hizlandirmaktadir. Suyun, bitki blyume ve gelisimindeki roli g6z Onlne
alindiginda, kurakhidin tarimsal bitkilerde verim kayiplarinin artmasinda onemli
nedenlerden biri oldugu gorulmektedir. Yapilan bilimsel tahminlere gore kuraklik,

gelecekte siddeti artacak olan en dnemli tehditler arasindadir [1].

Yuksek omega-9 (%16-20 oleik asit) ve omega-6 (%71-75 linoleik asit) icerigine
sahip olan aspir bitkisi (Carthamus tinctorius L.), diinyanin en eski yagli tohumlu
bitkilerinden biridir ve Ozellikle linoleik asit igerigi misir, findik, zeytin, aygicegi,
kolza gibi diger yag bitkilerine oranla daha yuksektir [2, 3]. Glney Asya orijinli olan
aspir bitkisi ilk olarak Asya’nin guneyinde, Ortadogu’da ve Akdeniz bdlgesinde
ekilmistir [4]. Gunumuzde Hindistan, Meksika, Kazakistan, ABD, Arjantin ve Cin
gibi Ulkelerde Uretimi yapilmaktadir ve Turkiye bu Uretimde 7. sirada vyer
almaktadir [5]. Dinyadaki ekim alani ve uretimi diger yagh tohumlu bitkiler ile
kiyaslandiginda daha disuk olan aspir bitkisinin [6], verim ve kalitesindeki dnemli
azalis, bitkinin blUylme ve gelisimi sirasinda karsilastigi biyotik (Alternaria
carthanti, Pseudomonas syringae, Puccinia carthand, Sclerotonia sclerotiorum gibi
patojenler) ve abiyotik (disuk ve yuksek sicaklik, kuraklik ve tuzluluk vb.) stres
faktorlerinden kaynaklanmaktadir. Dinyada dar bir ekim alanina sahip olan aspir
bitkisinin soguk, kuraklik ve tuz streslerine karsi dayanikliiginin belirlenmesi ile bu
bitkinin Ozellikle kurak alanlar icin 6nemli alternatif yag bitkilerinden biri olacagi
bildiriimektedir [3, 7]. Aspir bitkisinin optimum buylumesi yeterli su miktarina bagh
olmasina ragmen [8], 2-3 metreye ulasabilen derin kdk sistemi sayesinde aspir,
kuraklik stresi karsisinda hayat dongusuni devam ettirebilmektedir [9-11]. Aspir
bitkisinin kurakhda dayanikhligi ile ilgili c¢alismalarin blyuk ¢ogunlugunu
ciceklenme ve tohum dolum evresindeki degisimlerin arastirildigi tarla
denemelerinden olugurken [12-15]; bitkinin kurakliga karsi gostermis oldugu



fizyolojik ve molekuler cevaplar ile ilgili ok az sayida arastirma bulunmaktadir [15-
18]. Bu nedenle aspir verimini ve Kkalitesini arttirmak amaciyla, ulkemizde
yetistirilen aspir ¢esit ve hatlarinin 6zellikle kuraklik stresine karsi gelistirdikleri
dayaniklilik ile ilgili fizyolojik, biyokimyasal ve molekuler temellerin aydinlatiimasi

gerekmektedir.

Bu calismada, kuraklik stresine dayanikh ve degisik ekolojik bdlgelere adapte
olabilecek uygun aspir (Carthamus tinctorius L.) gesit ve hatlarinin belirlenmesi ve
bu genotiplerin kuraklik stresine verdigi cevaplarin incelenerek, dinyada genis
yayilig alanina sahip olup kurakliga dayanikhligi belirlenmis yabani aspir genotipi

Carthamus oxyacantha [7] ile karsilastiriimasi amaclanmistir.

Bu kapsamda, kurakhgin aspir bitkisinin buyumesi Uzerine etkisi ile kurakliga karsi

olusturulan cevaplar ve aralarindaki iligki sirasiyla 3 agamada gercgeklestirilmigtir:

1. Asama: Seleksiyon
Ulkemizde vyetistirilen tescilli aspir gesit (4 farkli gesit) ve hatlarinin (8 farkl
hat) kuraklik stresine karsi dayanikliliklari ile iyilesme kapasiteleri orta (5 gtin)
ve siddetli kuraklik (7 gun) stresleri ile onlarin yeniden sulama surelerinde (5
guin) hizli klorofil a fluoresans kinetikleri 6lgimu ile biyokimyasal (iyon sizintisi
ve fotosentetik pigment igerigi) ve fizyolojik (toprak ve yaprak su potansiyeli ile
yaprak nispi su igerigi) analizleriyle taranmistir. Bu asamadan elde edilen
verilere bagli olarak genotipler dayaniklilik derecelerine gore puanlandiriimis
ve siniflandiriimigtir.

2. Asama: Karakterizasyon
Bu asamada, seleksiyon sonuglarina gore belirlenen dayanikli ve hassas
genotipler ile kurakliga dayanikli yabani aspir Carthamus oxyacantha’da
kurakhigin ve yeniden sulama kosullarinin etkisi morfolojik (bitki boyu, yaprak
sayisl, agirhk degisimleri), fizyolojik (yaprak nispi su icerigi), fotosentetik
(klorofil a fluoresans 6lgimu), biyokimyasal [klorofil a ve b miktari, klorofil a/b
orani, klorofil stabilite indeksi, karotenoid miktari, lipid peroksidasyonu,
hidrojen peroksit (H20,), osmotik koruyucu (prolin) ile antosiyanin ve flavonoid
icerigi] ve antioksidan enzim aktivite dlgimleri [stUperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR), peroksidaz (POD),

katalaz (CAT), aldoz rediktaz (ALR)] incelenerek belirlenmeye galigiimistir.



3. Asama: Proteomik

Kurakliga dayaniklihgin ortaya konulmasi igin molekuler degisimlerin
belirlenmesi oldukga onemlidir. Bu nedenle aspir bitkisinin kuraklik stresine
kargi verdigi tepkiler son Urin olan proteinlerin miktarindaki degisimler ile
tespit edilmeye calisilmistir. Duyarli ve dayanikli aspir genotiplerinin protein
ifadesindeki degisiklikler, 2-D yontemi (proteinlerin ayirimi) ve kutle
spektrometresi (proteinlerin tanimlanmasi) kullanilarak belirlenmis ve kurakliga

dayanikli yabani aspir Carthamus oxyacantha ile kargilasgtiriimistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Aspir Bitkisi

2.1.1. Taksonomisi ve Kokeni

Cicekli bitkilerin en buyuk familyasi olan Asteraceae (papatyagiller)ye ait
Carthamus cinsinde yer alan aspir (Carthamus tinctorius L.), yagh tohumlu bir bitki
olmasi nedeniyle bu familyasinin ekonomik édneme sahip tlrleri arasindadir [19,
20]. Carthamus tinctorius L. dinyada genel olarak aspir adiyla bilinmesine ragmen
[21], bircok bdlgede yalanci safran, dikenli aygigegdi, zerdegal, haspir, kir safrani,

papagan yemi, Amerikan safrani ve boyaci aspiri gibi isimlerle de taninmaktadir.

Dunya Uzerinde Carthamus cinsi 25 taksona sahiptir ve bunun 6’s1 Turkiye'de
dogal olarak yetismektedir [22]. TuUrkiye'de yetisen Carthamus tirlerini; C. lanatus
L. (2n=44), C. dentatus (Forssk.) Vahl. (2n=20), C. glaucus M.Bieb. (2n=20), C.
tenuis (Boiss.&Blanche) Bornm. (2n=20), C. persicus Desf. ex Willd. (2n=24) ve C.
tinctorius L. (2n=24) olusturur [23]. Bunlarin yani sira, yabani aspir turlerinden biri
olan C. oxyacantha’nin da (2n=24) Turkiye'de yayilig gosterdigi bildirilmistir [24].
Bununla birlikte; kaltlr bitkisi olan C. tinctorius’'un stres toleransinin artiriimasinda,
C. oxyacantha’nin genetik kaynak olarak kullanilabilecek yabani tir oldugu ve bu

iki tGran caprazlanmasi ile canli doller elde edilebilecedi belirtilmistir [25].

Aspir, diinyanin en eski yagh tohumlu bitkilerinden birisi olup [21, 26, 27] kdkeninin
Guney Asya'ya dayandigi dusunulmektedir [19, 28]. Yaklasik 4500 yil 6nce
Mezopotamya ve Dodu Akdeniz'i kapsayan ve bereketli hilal olarak da adlandirilan

bdlgede aspir bitkisi ilk defa kultlre alinmistir [20].

2.1.2. Morfolojisi, Geligim Evreleri ve Biyokimyasal Yapisi

Aspir, genellikle 80-100 cm’e kadar boylanabilen; dikenli ve dikensiz c¢esgitlere
sahip [3, 29], yaygin olarak dallanma gbézlenen calimsi formda tek yillik ve dikotil
bir uzun gun bitkisidir [28, 30, 31].

2-3 m derinlige ulasabilen derin kazik kdk sistemine sahip aspir [32, 33]; bu uzun
kok sistemi ile topragin farkh bolumlerinde yer alan nemi ve besin elementlerini
kullanabilmektedir [33, 34].

Aspir bitkisinde yapraklar, 2.5 ile 5 cm genigliginde ve 10 ile 15 cm uzunlugunda
olup genellikle ovat yada obovat sekle sahiptir [9, 35]. Gdvde Uzerinde sarmal

dizilis goOsteren bu yapraklardan goévdenin daha asagi kismindakiler genellikle



dikensiz iken; Ust kisimlarda yer alanlarin kenarlarinda dikenler bulunur ve
Ozellikle giceklenmenin sonuna dogru involukrumu olusturan brakte yapraklari kisa
ve bukulmez bir hal alir [9]. Aspir bitkisinin giceklenme evresinde her dalin ucunda,
bir ile bes arasinda degisen sayida, etrafini dikenli veya dikensiz brakte denilen
yapraklarin sardigi1 kapitulumlar olusur [36, 37]. Cicekler genellikle sari, turuncu,
kirmizi ve nadiren de beyaz renge sahiptir [28, 38]. Her kapitulumda, 15 ile 30
arasinda aken tipi meyve olan tohumlar gelisir [2, 36]. Akenler; parlak beyaz
renkte olup Ust kisimlari siyahtir ve perikarp yuzeyi ince ¢izgilere sahiptir. Egik
acih yapiya sahip olan akenler dort koselidir ve bazi aspir gesitlerinde pappus
yokken bazilarinda ¢ok az miktarda bulunur [22]. Ayrica, aspir gigeklerine renk
veren sekonder metabolitler (suda ¢ézliinmeyen kirmizi renkli pigment carthamin
ile suda ¢dzunebilen sari renkli pigment carthamidin) flavonoidlerin alt grubunda

yer alan kalkon turevlerine ait bilegiklerden sentezlenirler [39].

Aspir bitkisinin gelisim evreleri son yillarda BBCH (Biologische Bundesanstalt,
Bundessortenamt und Chemische Industrie) skalasi olarak adlandirilan ondalik
kod sistemine gore 9 esas blylime evresine ayrilarak incelenmektedir (Cizelge
2.1) [35].

Aspir genotiplerinde genel olarak olgun akenlerin %33-60’in1 perikarp, kalan kismi
ise tohum olusturur [9]. Aspir tohumunda %30-45 yag [40], %15-20 protein [41],
%5-8 su, %2-7 sodyum karbonat ve %32-40 ham lif bulunur [42]. Tohumlardaki
yag icerigini 4 temel yag asiti olusturur; bunlar, doymus yag asitleri palmitik (C16:0
| %6-8) ve stearik (C18:0 / %2-3) asit ile doymamis yag asitleri oleik (C18:1 /
%16-20 / Omega-9) ve linoleik (C18:2 / %71-75 / Omega-6) asitlerdir [3, 43, 44].
Ayrica tohumlarda disuk miktarlarda linolenik asit (%1-6) ve miristik asit de
bulunur [45-47]. Aspir yagi besin acisindan aygigedi ile benzer bicimde iken [28];
tohumlardaki linoleik asit yuzdesinin misir, soya, keten tohumu, findik ve zeytin
yagindan fazla oldugu ifade edilmektedir [2]. Aspir tohumlarinda yag icerigi
cevresel kosullar, genotip ve tarimsal uygulamalara goére degismektedir [32].
Temel yag asitlerine ek olarak, aspir tohumlari iyi bir vitamin E kaynagidir [48].
Tohum vyaginda bulunan tokoferoller yadda c¢o6zundr bilesikler olup biyolojik
sistemlerde antioksidan aktiviteye sahiptirler [49]. Aspir bitkisinde tokoferollerin a,
B, vy tokoferolleri olmak Uzere ug¢ farkh tipi bulunur [48, 50]. Ayrica ug¢ tokoferol
tipinde vitamin E aktivitesinin birbirinden farklilik gésterdigi ve en yuksek
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Cizelge 2.1. Aspir bitkisinin (Carthamus tinctorius L.) BBCH skalasina gore

fenomenolojik buyime evreleri [35’den modifiye edilmistir]

KOD Tanimlama

Esas biiyiime evresi 0: Cimlenme

00 Kuru tohum

05 Tohumda radikula olugumu

09 Ortaya c¢ikis: Kotiledonlarin toprak yizeyine ¢ikigi

Esas biiyiime evresi 1: Yaprak gelisimi (ana evre)

10 Kotiledonlarin tamamiyla ¢ikisi

12 2 yaprak c¢ikisi (ilk ¢ift yapraklar basit olup karsilikh dizilise sahiptir)

13 3 yaprak ¢ikisi (3 ve sonraki yapraklar basit olup alternat dizilise
sahiptir)

1. Evre devam ediyor...

19 9 ve daha fazla yaprak ¢ikisi (rozet evre)

Esas biiyiime evresi 2: Dallanma (ana evre)®

20 Yan slrgin yok

21 ik yan siirgiin gériiniir durumda
22 2 yan sirgun gorinir durumda
3 yan surguin gortnir durumda
2. Evre devam ediyor...
29 9 ve daha fazla yan surgiin gérinir durumda
Esas biiyiime evresi 3: Govde uzamasi (ana evre)
30 Govde uzamasinin baglamasi: gorunir internod yok (rozet)
31 1 tane gorinir uzayan internod
32 2 tane goérundr uzayan internod
33 3 tane goriniur uzayan internod
3. Evre devam ediyor...
39 9 ve daha fazla gérinir uzayan internod
Esas biiyiime evresi 5: Kapitulum olusumu (ana evre)
50 Kapitulum olusumunun baslamasi, hala yapraklarla 6rtdli
55 Kapitulumlar en gen¢ yesil yapraklardan acik¢a ayirt edilebilir
59 involukrum brakteler morfolojik olarak farkl: distaki, ortadaki

brakteler ayirt edilebilir
Esas biiyiime evresi 6: Ciceklenme (ana evre)

61 Cigeklenmenin baglamast: ilk cigekler agar (gigegin st kisminin
brakteler boyunca ¢ikisi)

65 Ciceklerin %50’si agik

67 Ciceklerin %70’si agik

69 Cigeklerin %90’si acik: Cigceklenme sona erer

Esas biiyiime evresi 7: Kapitulum ve meyve gelisimi (ana evre)

71 Kapitulumlar meyve gelisim icin genislemeye baglar

75 Kapitulumlar son hacminin %50’sine ulasir

79 Kapitulum ve meyve son hacmine ulasir: tim cigekler solar ve renk
kaybeder”

Esas biiyiime evresi 8: Kapitulum ve meyve olgunlagmasi (ana evre)

81 involukral brakteler sararmaya baslar

83 Kapitulumun %30’u sararir

85 Kapitulumun %50’u sararir

87 Kapitulumun %70’u sararir: meyveler fizyolojik olgunluga erigir

89 Kapitulumun %90’u sararir: meyveler tamamiyle olgun ve hasata
hazir

Esas bliylime evresi 9: Senesens (tiim bitki)

91 Yapraklarin %10’u sararmis durumda

95 Yapraklarin %50’u sararmis durumda

97 Yapraklarin %100’u ve kapitulumlarin gogu sararmis durumda

99 Hasat sonrasi ya da depolama islemleri

4 Goévde uzamasi genellikle 21. evreden énce meydana gelir. Bu durumda 30. evreden devam edilir.
81. evre, 79. evreden 6nce gergeklesebilir. Bu durumda esas biyime evresi 81’den devam edilir.



aktivitenin a-tokoferollerde, en dugsuk aktivitenin ise y-tokoferollerde oldugu
bildirilmistir [50].

2.1.3 Ekolojisi ve Tarimi

Aspir notr ve uzun gun bitkisidir [9]. Aspir bitkisinin hem yazlik hem de kighk
gesitleri bulunur ve uUlkemizde tarimi yapilan aspir gesitleri yazlik tiplerdir. Aspir,
erken ilkbahar aylarinda nemli ve genel olarak iyi drenaja sahip topraklarin
bulundugu sicak ve kurak iklim bdlgelerinde yetistiriimeye uygun bir bitkidir [19].
Aspir bitkisi icin derin, tinli, iyi drenaj kapasitesine sahip, su tutma kapasitesi
yuksek, pH degeri notr veya nétr'e yakin (pH 5-7) olan topraklar idealdir. Aspirde
cimlenme icin gerekli olan sicaklik 15-16°C olmasina ragmen, 4-5°C gibi dusik
sicakliklarda da bitkinin ¢imlenebildigi gézlenmistir [29]. Genellikle kendi kendine
tozlasabilen aspir; ari, bombus arilari ve diger bocekler aracihgi ile turler arasi
dollenebilmektedir [9, 19].

2.1.4. Diinya ve Tiirkiye’de Uretimi

Aspir bitkisinin dunya Uzerindeki kultur alanlari doguda Cin’den baslayarak batida
Akdeniz'e; kuzeyde Rusya ve guneyde Etiopya'ya kadar yayillmistir [21]. Ayrica
Amerika, Arjantin, Meksika, Avusturalya ve Portekiz’'de aspir kultGranin yapildigi
bildirilmistir [28, 51, 52]. Dlnya Uzerinde diger yagli tohumlu bitkilere gére daha az
ekim alani ve Uretime sahip olan aspir bitkisinin [53] Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiti’nin (FAO) 2014 yili verilerine gore dinyadaki ekim alani 1,010,180
hektardir ve bu alandan 867,659 ton urin elde edilmistir. 2014 yili verilerine goére
Dudnya’da en ¢ok aspir uretimi yapan Uulkeler arasinda Turkiye 7 sirada yer
almaktadir [5].

2.1.5. Turkiye’nin Tescilli Aspir Cesitleri
Ulkemizde tescilli 7 aspir gesidi bulunmaktadir. Tescilli gesitlere ait bazi dzellikler

Cizelge 2.2’de verilmistir.

2.1.6. Kullanim Alanlan

Aspir  bitkisininin yapraklari, ¢icekleri ve tohumlari; yag asitleri, fenoller,
flavonoidler, seratonin, lignin, pigment, mineral ve ugucu yagdlar gibi biyoetken
maddeler icermesi nedeniyle tibbi, kozmetik ve boya sanayilerinde
kullaniimaktadir [9, 42, 54-59]. Yuksek oranda oleik ve linoleik asit icerigine sahip

olan aspir tohumlari yenilebilir yag eldesi i¢cin endustriyel amacl kullaniimaktadir



Cizelge 2.2. Turkiye'nin tescilli aspir ¢egitlerinin bazi 6zellikleri

| T W g |

YENICE Dikensiz Kirmizi 100-120 Beyaz 24-25 38-40
DINCER Dikensiz Turuncu 90-110 Beyaz 25-28 45-49
REMZIBEY-05 Dikenli Sari 60-80 Beyaz 35-40 46-50
BALCI Dikenli Sari 70-100 Beyaz 38-41 40-48
LINAS Dikenli Turuncu 85-90 Krem  37-38 -
OLAS Dikenli Sari 70-80 Krem 39-40 45-50
TRE-AS012/08 Dikenli Turuncu 70-80 Beyaz 40-41 45-48

[60]. Ayrica ginuimuzde aspir yadinin biyodizel tretimi icin de olduk¢a uygun bir
bitki oldugu bildirilmistir [19, 28, 61].

2.1.7. Aspir Bitkisini Etkileyen Stres Faktorleri

Aspir bitkisi yetistigi bolgeye ve mevsime bagli olarak cesitli abiyotik ve biyotik
stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Aspir bitkisinin gelisimi ve verimi, asiri
yagislara bagh olarak cogalan bakteri ve funguslar nedeniyle olusan hastaliklardan
etkilenmektedir [37]. Aspir bitkisini etkileyen en dnemli fungus tirl olan Alternaria
carthanti, Alternaria yaprak benegi hastaligina sebep olur. Bu hastalikta aspir
bitkisinin ¢iceklenme dncesi donemde yaprak ve gigek braktelerinde daire seklinde
kahverengi benekler olusur [62]. Pseudomonas syringae ise aspir bitkisinde,
alternaria yaprak benegi hastalidiyla benzer semptomlari gdsteren bakteri
hastaligini tetiklemektedir [2]. Ayrica aspir bitkisinde Sclerotonia sclerotiorum ve
Botrytis cinerea funguslar kapitulumda kiuf olusumuna; Phytophthora ve Pythium
mantarlari kok kufiine, Verticillium ya da Fusarium mantarlari ise bitkide solmaya
neden olmaktadir [9]. Bir diger fungus turi olan Cercospora carthami ise aspir
bitkisinin yapraklarinda benek olusumunu tetikler ve [63] aspir tohumlarina bitki
blylme destekleyicisi rhizobiumlari uygulayarak bu funguslara karsi direncliligin

artinildigini bildirmislerdir.

Aspirin buyuame ve gelisimi sirasinda karsilastigi en énemli abiyotik stres faktorleri
duguk sicaklik, tuzluluk ve kurakliktir. Pace vd. [30] aspir bitkisinin diguk sicakhk
kosullarina kargi rozet evrede dayanikli oldugunu; uzama, dallanma ve giceklenme
evresinde ise bu toleransin azaldigini bildirilmigtir. Ayrica aspir bitkisinde soguga
dayanikhlik ile rozet doneminin uzunlugunun iligkili oldugu ve yabani aspir
turlerinden C. flavescens’in uzun rozet dénemi ile -15°C’lik kis soguklarinda bile

zarar gormeden dayanabildigi belirtiimistir [64, 65]. Aspirin yetistigi bolgelerde
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maruz kaldigi tuzluluk ve kuraklik stresine kargi erken buyume evresinde daha
duyarl iken; bitkinin bliyume ve gelisimi ile birlikte bu stres faktorlerine
toleranslarinin arttigi bildirilmistir [66, 67]. Bu nedenle aspir, kurakliga ve tuzluluga
orta derecede toleransli olup bitkinin buylimesi ve verimi topraktaki ¢oztnebilir tuz
miktari ile kullanilabilir su icerigine bagh olarak etkilenmektedir [44, 68-73]. Aspir
bitkisinin dunyadaki Uretim alanlari incelendiginde, yetistirildigi bolgelerdeki en
onemli stres faktori kuraklhk olarak ortaya c¢ikmaktadir. Aspirin kurakliliga
dayaniklihgi ile ilgili caligmalar sinirli olup bunlarin gogunlugunu giceklenme ve
tohum dolum evresi ile ilgili tarla denemeleri olustururken [12-15]; diger kismini
kurakhga karsi bitkinin gostermis oldugu fizyolojik ve molekuler cevaplar ile ilgili

arastirmalar olusturmaktadir [15-18].

2.2. Kuraklik Stresi ve Bitkiler Uzerine Etkisi

Tum organizmalarin yasamini etkileyen en dnemli abiyotik stres faktorlerinden
birisi olarak tanimlanan kuraklik (su stresi); gerekli yagislarin olmamasi; toprak
suyu ile havadaki nemin azalmasi ve c¢evresel sicakligin artigina bagl olarak
ortamdaki su igeriginin 6nemli dizeyde dustugu periyodu ifade eder [74, 75].
Yapilan iklim modellemelerine gore 21. yuzyilda iklimde meydana gelen degisimler
nedeniyle; kuru subtropik bolgelerdeki su duzeyinin daha da azalacagi ve var olan

suyun da kirlenme nedeni ile kullanilamayacagi belirtimektedir [1].

Kuraklik, ¢cok yonlu bir stres faktora olup bitkiyi; hiicre, organ ve organizma (tum
bitki) dizeyinde etkiler [76]. Bircok bitki ile yapilan ¢alismalar, kurakhgin etkisinin
stresin siddetine, suresine ve bitkinin gelisim evresine baglh oldugunu gostermistir
[77].

Kurakhda bagh olarak bitki, su kaybederek dehidrate olur. Bu kosullarda bitki;
hicre su potansiyelini ve turgorunu azaltip; ¢ézunen maddelerin sitozol ve hucre
disi matriksteki konsantrasyonunu artirir [78]. Sonu¢ olarak hicre genislemesi
azalir ve bluyumede inhibisyona neden olur. Bu degisimleri ABA birikimi takip eder
ve boylece bitkilerde hem adaptasyon cevaplari hem de ilgili genlerin aktivasyonu
gerceklesir [77]. Kurakhigin indukledigi bir diger etki ise aktif oksijen tirleri
(AOT)'nin sentezinin artmasi ve bitkide oksidatif hasari tetiklemesidir [79]. Stresin
neden oldugu bu degisimler fotosentezi, solunumu, tasinimi, iyon alimini,
karbohidratlari, besin metabolizmasini ve hormon sentezini etkileyerek bitki

buylime ve gelisimini engelleyebilmektedir [80-82].



2.2.1. Morfolojik Etkiler

Kuraklik kosullarina bagh olarak bitkilerin basta yaprak ve kok olmak Uzere tum
organlarinda hem morfolojik hem de anatomik degisimler meydana gelmektedir.
Kurakligin, yaprak morfolojisindeki en onemli etkisi yaprak alani ve sayisinin
azalmasidir. Bunun yani sira, kurakliga bagl olarak kok buyumesi de
azalmaktadir. Stres kosullarinda bitki kdk blyumesini azaltsa bile, strgin kdke
go6re daha fazla etkilenir ve bu nedenle kuraklik kosullarinda bitkilerde kok/strgun
orani artmasina bagh olarak biyokutle orani degisebilmektedir [83]. Ayrica yaprak
alaninin ve stoma sayisinin azalmasi, hucre ¢eperinin kalinlagmasi, yaprak
yuzeyinde kutikula birikiminin artmasi, iletim sisteminin gelisememesi, tuy
yogunlugunun artmasi, daha buyuk trakelerin olugsmasi ve erken senesensin

indUklenmesi bitkilerde meydana gelen diger morfolojik degisimlerdir [80].

2.2.2. Mekanik Etkiler

2.2.2.1. Su ve iyon Durumundaki Degisimler

Kuraklik; toprak ve kok sistemi ile evaporasyon arasinda su akis oranindaki
bozulmaya bagli olarak ortaya ¢ikar. Bu durum bitkide suyun akigi ile su akigina
karsi olusan bir dizi dirence bagl olarak; toprak, kdk sistemi ve stirgln ile atmosfer
arasindaki etkilesimi icerir [75]. Bitkilerde bitki-su iliskileri yonunden kurakliktan
etkilenen baslica 6zellikler; yaprak su iceridi ile su potansiyeli, ozmotik potansiyel,

basing potansiyeli ve transpirasyon hizidir [82].

Koklerde suyun alimini ifade eden kok hidrolik iletkenligi (Lp); hliicre membran
gegirgenligi ve akuaporinler (su kanallarl) tarafindan duzenlenir. Kisa surel
kuraklikta akuaporin aktivitesine ve duzenlenisine bagli olarak Lp azalir [84]. Uzun
sureli kuraklikta ise kdok endodermisi ve/veya ekzodermisinde suberizasyonun
artmasi nedeniyle Lp’de daha da fazla azalma gozlenmektedir [85]. Ayrica toprak
neminin azaldigi donemlerde havadaki nemin azalmasi ve sicakligin
yukselmesiyle beraber bitki yapraklarindan suyun buharlagsmasi da fazlasiyla
artmaktadir [86]. Bu kosullarda yapraklara vyeterli miktarda su iletiminin
surdurulmesi zorlagsmakta olup, olusan hidrolik aksakliklar sonucu kuruma
nedeniyle tum su kolonunda geri donusumsuz kavitasyona bagl embolizm
olusabilir [87].

Kurak kosullarda topraktan alinan su kisitlanirken, yapraktan kaybedilen suyun

artmasi; cesitli fizyolojik slreclerdeki cevaplari indikler. Bu cevaplarin bazilari,
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dokularin degisen su durumu tarafindan dogrudan tetiklenirken, bazilari ise su
durumundaki degisikliklere bagli olarak bitki hormonlari tarafindan gergeklestirilir
[88]. Topraktan alinan su miktari azaldik¢a bitkinin; kok, gévde ve yapraklarindaki
hlcrelerde su igerigi azalir, hucre kugulur, hucre ¢eperi gevser ve sonunda yaprak
ve kok genislemesinin azalmasi ile buyime olumsuz yonde etkilenir [74]. Kuraklik
stresinin algilanmasi ile birlikte bir stres hormonu olan absisik asitin (ABA) sentezi
artar ve ABA, kokte akuaporinlerin sentezi ile birlikte su girisini artirirken;
yapraklarda stomanin aktivitesini dizenleyerek su kaybini azaltir [89]. Ayrica
bitkiler kokten su alimini artirmak ve dokulardan su kaybini azaltmak icin ¢esgitli

osmotik koruyucu bilegikler de sentezlemektedirler [90].

Kuraklik stresinde su aliminin ve kullanilabilirligin azalmasi ile birlikte; besin alimi,
translokasyonu, kullanilabilirligi ve metabolize olmasinda da aksakliklar meydana
gelir [77] ve bu durum iyon dengesini olumsuz yonde etkilemektedir. Topraktan
alinan suyun azalmasina bagli olarak nitrat (NO3), siilfat (SO47%), Ca*?, Mg, K*
P*2, Fe*3, Zn*? ve Cu* gibi suda ¢dziinen besinlerin difiizyonu kiitle akis ile azalir
[76, 83]. Bitkilerde yapisal ve hicresel islevlerde (hicre bélinmesi, uzamasi,
farklilagsmasi; hucresel yapilarin stabilizasyonu, hucreler arasi sinyalizasyon,
fotomorfogenez, bitki savunmasi gibi) énemli role sahip olan Ca*? elementinin
kuraklik stresinde aliminin azalmasi, bir sinyal olarak algilanir ve hucrelerde
endoplazmik retikulum, plazma membrani ve diger hucresel organellerden sitozole
Ca'? kanallari vasitasiyla Ca*? gecisi gerceklesir. Sitozolde Ca*? iyonunun artisi;
su korunumunun, hicresel zarlarin hidrofobikliginin artmasini, dolayisiyla da
zarlarin kararlih@i ile htcresel dehidrasyon direncinin artmasini ve protoplazma
viskozitesinin korunmasini saglar [91]. Bir diger énemli besin elementi olan K"
osmotik diizenleme, enzim aktivasyonu, stoma hareketleri, tuzlu topraklardan Na*

ve Fe'?*3

gibi iyonlarin aliminin azaltilmasi gibi bircok temel biyokimyasal ve
fizyolojik fonksiyonda gorev alir. Kuraklik stresi altinda K* eksikligi; yaprak alani,
fotosentez ve azot metabolizmasinda azalmalara [92] ve membran hasari ile iyon
dengesinde bozulmalara [80] neden olmaktadir. Ayrica kuraklik kosullarinda
bitkilerde gortlen NOj3™ eksikliginin en énemli nedeni kurakliga oldukg¢a duyarl bir

enzim olan nitrat redlktaz sentezinin stres kosullarinda inhibe olmasidir [74].
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2.2.2.2. Membran Yapisindaki Degisimler

Hucresel membranlar; iyonlar ile molekullerin gecisini kontrol eden ve bariyer
gorevi goren yapisal bilesenlerdir. Membrandaki lipid bilesimi, membran yapisini
ve akigkanligini 6nemli duzeyde etkiler ve membran akigkanhdi degisen
doymamigs yag asit diuzeyi ile belirlenir [93]. Bircok hucresel membranda temel
olarak bulunan lipid sinifi fosfolipidlerdir. Bazi bitkisel membranlar ise yUksek
oranda glikolipidler [monogalaktozil diagilgliserol (MGDG), digalaktozil diagilgliserol
(DGDG), sulfokuinozil diagilgliserol (SQDG) ve fosfatidilgliserol (PG)] igerebilir
[93, 94]. Fosfolipidler miktarlarina veya yapilarina gore siniflandirilabilirler; bol
miktarda bulunan yapisal fosfolipidler (6rn; PC-fosfotidilkolin  ve PE-
fosfotidiletanolamin) ve daha az miktarda bulunup sinyal molekili olan
fosfolipidler (6rn; PIP-fosfotidilinositol monofosfat ve PIP2-fosfotidilinositol
bisfosfat) [95]. Lipid yapisi ve miktarinin degisimi; en bilinen hicresel bozunma

gOstergesi olup stres kosullarinda ortaya ¢ikan en énemli cevaplardandir [96].

Membranlar, kuraklik stresinin yol agtigi pargalanma sureclerinin baslica hedefidir
ve su stresi altinda, membranlarin yapisal lipid igerigindeki azalmanin; lipid
biyosentezinin inhibisyonu ile lipolitik ve peroksidatif aktivitelerin (lipid
peroksidasyonu) uyariimasiyla iliskili oldugu gdsterilmistir [97]. Ayrica oksidatif
stres nedeniyle miktari artan AOT’ler de membran lipidlerinin peroksidasyonundan
sorumludur [98]. Kuraklik stresi altinda lipid igerigi bakimindan oOzellikle,
DGDG/MGDG oraninda ve doymamis yag asidi miktarinda artis meydana gelir ve
bu kosullarda DGDG biyosentezinin ve ekstraplastidial membranlarda DGDG
birikiminin arttid1 rapor edilmistir. Bu degisiklikler, bitkinin su stresine karsi
toleransina katkida bulunur. Bunlara ek olarak DGDG ve MGDG sentaz da dabhil
olmak Uzere galaktolipid biyosentezi ile ilgili enzimlerin kurakliga bagh olarak
etkinlendigi de bildiriimektedir [99].

Canli ve dinamik bir sistem olan bitki hlicre zarlarinda fosfolipidler yapisal batinlik
saglamasi yaninda IP3 (inositol 1,4,5-trifosfat), diagilgliserol (DAG) ve PA
(fosfotidik asit) gibi ¢cok sayida sinyal molekulinun sentezlenmesinde de rol oynar
(Sekil 2.1) [100]. Hucresel sinyalde gorev alan PA iki farkli fosfolipaz yolu ile
yapisal fosfolipidlerden sentezlenir (Sekil 2.5). Birinci yol; yapisal fosfolipidlerin
fosfolipaz D (PLD) aracihdi ile dogrudan PA ve serbest bas kismina hidrolizidir.
ikinci yol ise; yapisal fosfolipidlerin fosfolipaz C (PLC) ve DAG kinaz (DAK)'in sirali

12



aktivitesi ile PA’nin sentezidir [101]. Bu yolda yapisal fosfolipidden PLC aracihgi ile
IP3 ve DAG sentezlenir. IP3 sitozole geger ve hiicre icindeki depolardan Ca*?
iyonlarinin serbest kalmasini saglar. DAG ise membranda kalir ve DAK aracilidiyla
PA’ya donasturalir [102]. Kuraklik kosullarinda bitkiler her iki yolu kullanarak
sinyal molekuli olan PA’nin sentezini gergeklestirir [101, 103]. Yapisal
proteinlerden PLC araciliyla DAG ile birlikte stres kosullarinda sentez dizeyi artan

PA bir ¢cok hticresel ve fizyolojik olayda goérev alir [104].

' A
Q. PLD O0=P-0O Hiicresel ve
P

0=P-0 fizyolojik etkileri:
| _4 ([) , Stomatal hareketler
o I PA'nin hedef ABA cevaplar
o c| HCI —CH— CH, proteinleri: AQT dretimi
H3C| _(|H H, o cIJ ABSDT(F;QC | AOT cevaplan
o O | — NADPH oksidaz Kok tiyinin gelisimi
PLA I PLA : Kok uzamasi
0= =0 Pl4-kinaz Hacre olimd
MAP kinaz Zardaki iletim
Hicresel iskeletteki
degisimler
l PA turleri

Fosfolipid
IP3’lin hedefi:

Hicresel
depolardan Ca*2'un
salinmasi

Sekil 2.1. Yapisal fosfolipidlerin PLC ve PLD araciligiyla hidrolizi ve sentezlenen
PA ve IP3’Un etkileri [104’dan modifiye edilmistir].

2.2.3. Metabolik Etkiler

2.2.3.1. Fotosentez Aktivitesindeki Degisimler

Kuraklik stresi, hem yaprak alanini hem de yapragdin birim alandaki fotosentez
oranini azaltarak bitkilerde fotosentetik aktiviteyi etkiler. Kuraklikta fotosentez
aktivitesindeki degisimler; stomalarin kapanmasina bagli olarak gerceklesen
stomatal sinirlamalar ile genellikle daha uzun sureli ve daha siddetli streslerde

ortaya ¢ikan stomatal olmayan sinirlamalarla gergeklesir [105].

2.2.3.1.1.Stomatal Sinirlamalar

Kurakhk kosullarinda fotosentez aktivitesindeki degisimler ile ilgili olarak ilk ortaya
cilkan cevap stoma kapanmasidir. Bu durum; yaprak turgoru ve/veya su
potansiyelinin azalmasi ya da dusuk atmosfer nemi gibi hidrolik sinyallerin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmig olabilir [77]. Hem hidrolik iletkenlik hem de kuruyan

koklerden surgune gonderilen kimyasal sinyaller; topragin kurumasi surecinde
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bdyUmenin azalmasi ve stoma kapanmasinin duzenlenmesinde rol oynar [106].
Stomatal yanitlarda, yaprak suyunun durumuna kiyasla toprak nem icerigi daha
etkilidir. Koklerde kurakligin algilanmasi ile ABA sentezi artar ve bu hormon
yapraklara gonderilerek yaprakta su durumu degisim gostermeden stomalarin

kapanmasini saglar [107].

Rizosferde bitkinin kullanabilecegi su miktari azaldiginda, diger ksilem elemanlari
ile kolayca baglanti kurabilen vaskuler dokular (ksilem parankima hucrelerine)
tarafindan bu durum algilanir. ABA’'nin sentezinde anahtar role sahip olan 9-cis-
epoksikarotenoid dioksigenaz (NCED) enzimini kodlayan genin ifadesi kuraklik
stresi ile induklenir [108]. Sentezlenen ABA ksilem boru elemanlarina birakilir ve
transpirasyon akimi ile bekgi hlcrelerine ulasir [109]. Ksilem boru elemanlarina
gecen ABA protonlanmis formda (ABAH) olup ksilemin pH’sini asidik hale getirir
ve ksilem pH’sinin azalmasi ABA'nin bazik 6zellikte olan yaprak hucrelerinin
simplastindaki bilesenlere ulasmasini saglar [82]. Stoma hucrelerine ulasan ABA,
pH degisimine cevap olarak hucre igerisine pasif diflzyonla ya da spesifik
tasiyicilar araciligiyla girer (Sekil 2.2). Arabidopsis ile yapilan galismada ABA
tasiniminda goérev alan spesifik tasiyicilar tanimlanmigtir; bunlardan 2 tanesi
membrana lokalize olmus ABC tasiyici ailesinden [ABCG25 (ABA’nin hucre digina
tasiniminda rol alir) ve ABCG40 (ABA’'nin hicre icine aliminda rol alir)], 1 tanesi
ise nitrat tastyici ailesindendir [(AIT1(ABA’'nin hicre igine aliminda rol alir)] [110-
113].

Stoma hiicresine giren ABA, sitozolik Ca*?

un artigini indukleyen AOTlerin
sentezinin artigi ile ilgili sinyal yolunu da uyarir [110, 114]. Daha sonra iyon
kanallari aktive olur ve iyon c¢ikisi saglanarak plazma membraninin
depolarizasyonu saglanir [115]. Sonugta; stomanin acilmasinda gorev alan K" girig
kanallarinin ve H'-ATPazlarin aktivitesi azalirken; K* cikis kanallarinin [GORK
(GUARD CELL OUTWARD RECTIFYING K" CHANNEL) ve KUP6 (potassium
uptake transporter))] ve anyon c¢ikis kanallarinin [SLAC1 (SLOW ANION
CHANNEL-ASSOCIATED 1)] aktivitesi artar [110, 116-119]. Ayrica ABA, stresten
sorumlu birgok genin ifadesini dizenleyen transkripsiyon faktorlerinin (TF’ler) de
aktivasyonunu saglar [120]. ABA’nin induklemesine bagl olarak ortaya ¢ikan bu
degisimler; stomatal cevaplarda onemli role sahiptir ve bitkilerin kuraklik

kosullarinda su kaybini engeller.
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KURAKLIK
STRESI

Transkripsiyon Faktorieri
DREB/CBF, MYB, MYC, WRKY,
NAC, AREB/ABF

\

Stresten
sorumlu
genleri ifadesi

ABA biyosentez:i)
NCED3 ABA sinyali
ABA transport ABA reseptorleri Stoma
ABCG25, ABCG40 ve AlT1

kapanmasi
Ca+2 sinyali

—_— iyon Kanallar /
CPK SLAC1, GORK, KUP6

Sekil 2.2. Stoma kapanmasinda sinyal faktorlerinin roli [110’den modifiye

edilmistir]

Kuraklikta stomatal sinirlamalar ile ortaya ¢ikan metabolik aksakliklar, fotosentezin
karbon metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Kuraklik stresinde
fotosentezin biyokimyasal etkinligi temel olarak ribuloz-1,5-bisfosfat (RuBP)
rejenerasyonuna ve ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO)
aktivitesine baghdir [105]. Kurakliga bagli olarak fotosentetik elektron tasiniminin
indirgenmesi sonucu Rubisco’nun oksijenaz aktivitesi artar. Bu durumda ortaya
¢lkan substrat eksikligi (CO,, ATP ve NADPH); Rubisco’nun aktivite kaybindan
daha c¢ok, karboksilaz aktivitesinin indirgendigini gostermektedir [121].
Fotosolunum; indirgenmis ajanlar ile enerjinin fazlasini dogrudan [ATP, NAD(P)H
ve indirgenmis Fd kullanarak] veya dolayl [0rnegin alternatif oksidaz (AOS)]
yoldan azaltarak i¢sel bir CO, havuzunun olusmasini saglar [122]. Bu nedenle
fotosolunum; fotosentetik CO, asimilasyonunun sinirlandirildidi stres kosullarinda
enerji havuzu gibi gorev alarak fotosentetik elektron zincirinin asiri indirgenmesini
Onler ve boylece hem enerji dagihimini kolaylastirir hem de fotoinhibisyonu
engeller [123, 124]. Fotosolunum sonucu agiga c¢ikan CO,, Calvin dongusunde
yeniden kullanilarak Rubiskonun oksijenaz reaksiyonunu azaltilir. Buna ek olarak
fotosolunumda ortaya ¢ikan H,O,, sinyal iletiminde yer alir ve gen ifadesinin

dizenlemesinde rol oynayabilir [122].
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Stres kosullarinda su duzeyine bagli olarak kloroplastin hacminin azalmasi
Rubisco’da konformasyonel degisimlere neden olur. Bu degisimlere ek olarak
karboksilasyon igin substratin (CO,) azalmasi, ATPaz aktivitesinin inhibisyonu,
Rubisco’daki RuBP tanima bdlgelerinin kaybi, hasar gérmis bdlgelerin
Rubiskodan ayrilmasi ve Rubiskonun katalitik bolgesine inhibitorlerin baglanmasi
da enzim aktivitesinin azalmasina sebep olur [80, 125]. Bunlara ilaveten, RuBP
rejenerasyonu Rubisko disindaki Calvin déngust enzimlerinin inaktivasyonuna
badli olarak da sinirlanabilir [126]. Kuraklik kosullarinda NADP:gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenaz, fosforibulokinaz ve fruktoz-1,6-bisfosfataz gibi Calvin dongusu
enzimlerinin aktivitelerinin de azaldig bildirilmigtir [77, 80].

2.2.3.1.2. Stomatal Olmayan Sinirlamalar

Kurakligin siddeti ve suresinin artmasina bagli olarak stomatal sinirlamanin yani
sira fotosentetik elektron tasinimi ve fotofosforilasyon kapasitesinin azalmasina
neden olan stomatal olmayan sinirlamalar da gerceklesir. Bitkilerin absorbladigi
fakat kurakhigin olusturdugu etkiler nedeni ile fotosentezde kullanamadigi fazla isik
yapraklarda asimilasyon oraninin azalmasina katkida bulunur ve bu fazla 1sik
fotosentetik elektron tasinim zincirinde yer alan bilesiklerin (protein/pigment)
fotooksidasyonu ile fotoinhibisyonuna neden olur [127]. Fotosentez icin 6nemli
kloroplast bilesenlerinden biri olan klorofil pigmentinin miktari, fotosentez hizi ile
dogrusal bir iligkiye sahiptir ve kuraklikta oksidatif stresin tipik bir semptomu olarak
klorofil igerigi azalir [128]. Yapraklardaki klorofilin buyuk bir kismi, tilakoid
membranlarda en ¢ok bulunan protein olan isik tutucu kompleks (LHC) Il'ye
baghdir ve stres kosullari altinda bu klorofil-protein  kompleksinde buylk
miktarlarda singlet oksijen (*O,) uretilebilmektedir [129]. Her iki fotosistemin i1sik
toplama komplekslerinde bulunan bir diger pigment grubunu olusturan
karotenoidler klorofile gore su stresine daha az duyarlidir ve su stresinde
zeaksantin ve anteraksantin gibi ksantofil pigmentlerinin de arttigi bildirilmistir [80].
Sinirli su kosullarinda fotosentetik elektron transport zincirinin her iki tarafindaki
pH farkinin artmasi ve tilakoid lumen tarafinda pH’nin dismesi; violaksantin de-
epoksidazin aktivitesini artinr. Bu enzim ksantofil ddngusunde violaksantin-
anteraksantin-zeakantin donusumunu katalizler ve bu sayede i1sik enerjisi 1si
seklinde yayilarak zararsiz hale getirilir (NPQ-fotokimyasal olmayan kullanim)

[130]. Ayrica karotenoid pigmentleri klorofillerin oksidasyonu sonucu agiga ¢ikan
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superoksiti (O27) etkin bir sekilde detoksifiye ederek AOT’lere karsi koruyucu rol
ustlenirler [131].

Kuraklik stresinde stomalarin kapanmasi CO, difizyonunu engelledigi icin mezofil
iletkenligini dusurir ve yaprakta icsel sicakhgin artmasina neden olarak
fotoinhibisyonu uyarir [132]. YUksek sicaklik ve kuraklik stresleri PSII'nin oksijen
olusturan kompleksinde (OEC) yapisal bozulmalar meydana getirir ve bu durum
PSII'nin alici tarafindaki OEC’den PSI yonundeki elektron akisinda dengesizlikler
olusmasina neden olur. Ayrica her iki stres faktéri PSIPnin reaksiyon
merkezindeki D1 proteinin degragasyonuna baglh olarak hasarlarin olusmasini da
tetikler [126, 133].

Stomalarin  kapanmasina bagh olarak CO,; aliminin sinirlanmasi sk
reaksiyonlarinin son urlnleri olan NADPH ve ATP’nin kullanimini da sinirlandirir.
Yiksek NADPH/NADP® ve ATP/ADP oranlari fotosentetik elektron zincirini inaktive
eder [134]. Calvin doéngustu enzimlerinin CO, sinirlanmasina baglh olarak
inaktivasyonu, NADPH'In indirgenememesi ve sonug¢ olarak ferrodoksinin (Fd)
elektronu ferrodoksin NADP rediktaz (FNR) yerine O,'ye aktarmasina ve Oy~
olusmasina sebep olur (Mehler reaksiyonu) [135, 136]. Kuraklik kosullarinda ATP
sentaz enziminin aktivitesinin azalmasi ise sentezlenen AOT’lerin enzim alt

birimlerinin (a, B ve y alt birimleri) yapisinin bozmasiyla iligkilidir [137].

Yuksek bitkilerde fotosentezin dongusel olmayan isik reaksiyonlarindaki elektron
tasiyicilarina ek olarak; tilakoidlerin stroma lamellerinde plastidal NAD(P)H
dehidrogenaz (NDH) kompleksi ve plastid terminal plastokinon oksidaz (PTOX)
enzimi bulunur (Sekil 2.3). Bu tasiyicilar kloroplastta bulunan solunum elektron
yolunu ifade eden klorosolunum yolunda goérev alir ve gevresel stres kosullarinda
NDH ile iligkili olan PTOX, PSI Uzerindeki elektron basincini azaltip, PSl'in
fotoinhibisyonunu 6nler. NDH; hem PSI’'den hem de NADPH’dan elektronlari alip
plastokinona aktararak bu kompleksin indirgenmesini saglar (dongusel elektron
transportu). PTOX ise mitokondrial alternatif oksidaz (AOS)in homologu olup
AOT’lerin deoksifikasyonunda rol oynar ve O.’yi substrat olarak kullanip H,O’yu
olusturur [138, 139]. Ayrica PSI'de Mehler reaksiyonu sonucu sentezlenen O, ‘nin
detoksifikasyonunu saglayan su-su dongusu; fazla eksitasyon enerjisinin

sondurldlmesinde goérev alan alternatif elektron havuzlarindan birini olugturur [140].
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Sekil 2.3. Fotosentez slresince elektron transfer reaksiyonlari [138]

2.2.3.2. Solunum Metabolizmasindaki Degisimler

Kurakhk stresi bitkilerde fotosenteze ek olarak solunum aktivitesinde o6nemli
degisimlere neden olur. Mitokondrial solunum, bitki hicrelerinin fotosolunumsuz
karbon salinim olayi olup, hicrenin korunmasi ve buyume ic¢in gerekli olan enerji
(ATP ve NADPH) ile karbon iskeletinin Uretildigi temel metabolik suregleri olusturur
[141].

Mitokondriyal elektron tasima zinciri; ubikinon havuzundaki elektronlarin sitokrom
yolu (kompleks Ill, sitokrom c ve kompleks IV'ten olusur) ve alternatif oksidaz
(AOS) arasinda bolinmesi seklinde ikiye ayrilir. Sitokrom yolu ATP sentezi igin
proton itici gicu olustururken; AOS ubikinondaki elektronlari dogrudan suya aktarir
ve solunum enerjisini dasurlir (Sekil 2.4). Kuraklik gibi stres kosullarinda AOS
hdcrenin asin indirgenmesini O6nleyerek mitokondrial solunumun korunmasini
saglar [142]. AOS aktivitesinin artigi bitkilerde antioksidan savunmaya 2 yolla katki
saglar: (1) mitokondrial elektron tasinimini sitrdidrerek AOT’lerin  olusumunu
engeller; (2) bitkileri oksidatif stresden koruyan ve mitokondride gerceklesen
askorbat sentezine katkida bulunur [143]. Ribas-Carbo vd. [144] soya bitkisi ile
yaptiklari calismada orta siddetli ve siddetli kuraklik uygulamalarinda solunumdaki

toplam O, aliminin degismedigini belirlemistir. Arastiricilar sulama grubuna gore
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AOS aktivitesinin orta siddetli kuraklikta %10-12 oraninda, siddetli kuraklikta ise
%40 oraninda arttigini ve Ozellikle siddetli kuralikta elektron akiginin sitokrom

yolundan AOS’ye kaydini bildirmiglerdir.

Su stresine maruz kalan bitkilerde solunum koklerde azalirken, yaprakta kurakhgin
suresine ve siddetine gore farklilik gosterir. Yaprak solunumu; yaprak su igerigi
%50-55 oraninda dustigunde artarken; su icerigi %70’den fazla dustugunde
azalabilir [145]. Yapraklarda solunum U¢ nedene badli olarak azalabilir; (1)
fotosentezin indirgenmesi sonucu mitokondri igin gerekli olan substratin azalmasi,
(2) hucresel metabolizmayi desteklemek icin gerekli olan solunum enerjisinin
azalmasi; (3) mitokondri bilesiminin, yapisinin ve miktarinin azalmasi [145, 146].
Yapilan calismalarda kuraklik stresi altinda yaprak solunumunun azalmasinda;
solunum drunlerine olan (ATP, NADPH ve TCA dongusu ara Uranleri gibi) ihtiyacin
azalmasinin etkili oldugunu belirtiimistir [146, 147]. Ayrica fotosentezin
sinirlanmasina bagli olarak yapraklardan koke iletilen karbon bilesiklerin miktarinin

azalmasi kék solunumunun da azalmasina neden olur [148].

2.2.4. Oksidatif Etkiler

Bitkilerde oksijen metabolizmasinin dogal sonucu olarak devaml Uretilen AOT’ler
[singlet oksijen (*O,), siliperoksit molekiilii (O,"), hidrojen peroksit (H>0>), hidroksil
radikali (OH") ve perhidroksil radikali (HO)] ylksek konsantrasyonlarda olumsuz
etkilere neden olurken; dusuk konsantrasyonlarda hucresel sinyallerde énemli rol
oynar [149].

Optimum kosulllar altinda cesitli antioksidan korunma mekanizmalar tarafindan
detoksifiye edilen AOT lerin sentezi ve detoksifikasyonu arasindaki denge; biyotik
(patojen vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, UV-radyasyonu, agir metal, besin
eksikligi, hava Kkirliligi, herbisit) stres kosullarinda bozulabilir. Dengedeki bu
bozulma AOT duzeyinin ani bir sekilde ylikselmesine ve hlcresel yapilarda énemli
hasarlarin olusmasini tetiklemektedir [150]. Kuraklikta bitkilerin detoksifiye etme
kapasitesinin Uzerindeki AOT Uretimi, hucrelerdeki kontrol mekanizmalari ve
sinyalleri bozarak oksidatif strese neden olur [82]. Oksidatif stres; lipid
peroksidasyonu, nikleik asit ile proteinlerde yapisal ve fonksiyonel degredasyon
ve enzim inhibisyonlarina yol acar [76, 77]. Bu degisimlere bagh olarak da
bayUmede aksakliklar, verimlilikte azalma ve erken senesens meydana
gelmektedir [152].
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Sekil 2.4. Bitki mitokondrial elektron tasima zinciri. Bu zincir ubikinondan itibaren
sitokrom yolu ve AOS olmak Uzere ikiye ayrilir. AOS, O,'yi H,O’ya indirger;
sitokrom yolu ile de ATP sentezi saglanir. Ayrica mitokondri matriksinde yer alan
MnSOD’da elektron iletimi esnasinda sentezlenen O,'yi H,O,'ya indirgeyerek

AOT detoksifikasyonunda goérev alir [151].

Kompleks I: NADH dehidrogenaz; Kompleks II: Stksinat dehidrogenaz; Kompleks IlI: Sitokrom bcl
kompleksi; Kompleks [V: Sitokrom oksidaz; Kompleks V: ATP sentaz; ND;: Il¢ NADPH
dehidrogenaz; NDgy,: Digs NADPH dehidrogenaz.

2.2.4.1. Aktif Oksijen Turleri

Bitkiler ¢evresel streslere maruz kaldigi zaman AOT’lerin sentezi artar. AOT
olusumu fotosentezde PSI ve PSII ile birlikte tim fotosentetik mekanizmada guglu
bir zarara neden olur. Ayrica, kuraklik gibi abiyotik stres kosullarinda stomalarin
kapanmasi kloroplastlarda dusuk hicre ici CO, konsantrasyonuna neden olarak
0, olusumunu tetikler [150]. O2’nin bir elektron almasi ile olusan O, kisa émirlii
ve orta derece reaktif bir AOT olup hem indirgeyici hem de yukseltgeyici 6zellige
sahip nukleofilik bir reaktandir. O,°, demir-kukirt [4Fe-4S] kimelerini igeren
enzimleri okside eder ve sitokrom c'nin aktivitesini azaltir [153]. Oy den
sentezlenen H,0, ise diger AOT lere gore daha kararli ve ylksuz bir molekuldur.
Akuaporinleri kullanarak membranlardan gegebilen H,O; sinyal molekull olarak da
gorev alabilir [154]. Metal iyonlari varliginda H,O, ve O, den sentezlenen OH’
oldukga reaktif bir molekil olup hlicrede belirgin oksidatif hasarlara neden olur.
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OH' sinyal molekuli olmamasina ragmen bu molekulun reaksiyon urunleri sinyal
roli Ustlenebilir. Bu nedenle hucreler katalitik metalleri etkin bir sekilde

metalosaperonlara donustirtlerek OH™ olusumunu engelleyebilir [155].

AOT’ler hucrelerin birgok boéliminde farkl yolaklardan sentezlenirler. Kloroplast
AOT’lerin en 6nemli kaynagini olustururken [156]; fotosentetik olmayan dokularda
AOT’lerin kaynagi mitokondridir; ancak bitkinin yesil dokulari ile kiyaslandiginda
mitokondrilerin AOT sentezine katilimi daha azdir. Mitokondride AOT’ler
mitokondrial elektron taginim sisteminde 6zellikle kompleks | ve Il ile indirgenmis
ubikinon tarafindan  [155]. Kloroplast ve mitokondriye ek olarak peroksizom,
hicre c¢eperi, hiucre zari, apoplast ve endoplazmik retikulum da kurakhgin

indUkledigi AOT uretiminde énemli role sahiptir [79].

2.2.4.2. AOT’lerin Detoksifikasyonu

Bitkilerin AOT lerin toksik etkilerinin Ustesinden gelmek ve Uretimini kontrol altinda
tutmak icin gelistirdikleri detoksifikasyon mekanizmalarinda antioksidan enzimler
ile antioksidan metabolitler bulunur [157]. Enzimatik [sUperoksit dismutaz (SOD-
1.15.1.1), askorbat peroksidaz (APX-1.11.1.11), glutatyon rediktaz (GR-1.6.4.2),
katalaz (CAT-1.11.1.6), peroksidaz (POD-1.11.1.7), monodehidroksiaskorbat
rediktaz (MDAR-1.6.5.4) ve dehidroksiaskorbat rediktaz (DHAR-1.8.5.1)] ve
enzimatik olmayan antioksidan [askorbat (AsA), glutatyon (GSH), karotenoidler, a-
tokoferoller ve fenolik bilesikler] savunma sistemleri AOT’leri dogrudan veya
dolayh yoldan detoksifiye ederler (Sekil 2.5) [158]. Antioksidanlar arasindaki bu
isbirligi, ayni zamanda, oksitlenmis antioksidanlarin tekrar donigumune olanak
saglar. Ayrica antioksidanlar hucresel redoks durumunun 6nemli sensorleridir ve
hucresel redoks dengesini muhafaza etmeyi amaglayan bir dizi sinyal basamagini
uyarir [159].

AOT’lere kargl koruyucu sistemin ilk adimini olusturan SOD; 2 molekul O, kullanir
ve bu O, *den biri H,O,'ye indirgenirken; digeri O,’ye ylkseltgenir (Sekil 2.6) [160].
SOD enzimi O;"'yi ortamdan uzaklastirarak metallerin katalizledigi Haber-Weiss
reaksiyonu ile OH" olusum riskini de azaltir [150]. Metaloprotein olan SOD; Cu, Zn,
Mn veya Fe gibi kofaktorler ile reaksiyonlari katalizler ve bu reaksiyonlar
kloroplastta, mitokondride, sitozolde, peroksizomda ve apoplastta gergeklesir [161,
162].Yapilarina ve iglevlerine gore bitkilerde SOD’un Ug¢ izoenzimi bulunur; Mn-

21



SOD (mitokondri ve peroksizom), Cu/Zn-SOD (sitozol, mitokondri ve plastid), Fe-
SOD (kloroplastta).

Guclu bir oksidan olan ve tiyol gruplarini hizlica oksitleyebilen H,O2'nin tiyol-
dizenleyici enzimlerin bulundugu kloroplast gibi organellerde birikmesi
onlenmelidir [163]. APX, H,O, detoksifikasyonunda gorev alan anahtar role sahip
bir enzimdir [164]. Hem-bazli peroksidazlar grubu (sinif I) i¢cinde yer alan APX,
hicre i¢i lokalizasyonlarina goére siniflandirilan izoformlara sahiptir: Cozinebilir
izoenzimler [sitozol (cAPX), mitokondri (mitAPX) ve kloroplast stromasinda
(sAPX)] ve membrana bagl izoenzimleri [mikrocisimlerde (peroksizom ve
glioksizom dahil) (mAPX) ve kloroplast tilakoidlerinde (tAPX)] [165]. APX, H2O2'nin
detoksifiye edildigi askorbat-glutatyon dénglsu veya Halliwell-Asada déngistinde
yer alir ve elektron donoérl olarak askorbati (AsA) kullanir (Sekil 2.5). AsA’In
indirgenmesi sonucu olugsan monodehidroaskorbat (MDA), MDAR enziminin
aktivitesiyle AsA’ya indirgenebilecegi gibi kendiliginden dehidroksiaskorbata (DHA)
da indirgenebilir. DHA’dan AsA sentezlenmesinde DHAR enzimi gorev alir ve itici
gl¢ olarak glutatyonun [GSH (redikte glutatyon)den GSSH (okside glutatyon)]
oksidasyonunu kullanilir. GSSH’dan GSH’in tekrar sentezlenmesini ise GR enzimi
araciligiyla gerceklestirir [166, 167]. Ayrica kloroplastlarda Mehler reaksiyonu
sonucu sentezlenen Oy-‘nin detoksifikasyonu APX’in gérev aldigi su-su dénguisu

ile gerceklesir [168]. Diger hem-bazli peroksidaz grubunda (sinif 1ll) yer alan POD;
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Sekil 2.5. Stres kosullarinda AOT’lerin olusumu ve bunlarin antioksidanlar
tarafindan yakalanma mekanizmalari [100].
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fenolikleri, lignin oncullerini veya sekonder metabolitleri elektron donoru olarak
kullanarak H,O.'yi indirger [169]. Peroksidazlar kloroplast, sitosol, vakuol, hucre

ceperi ve hicreler arasi boglukta bulunur [170, 171].

Katalaz, 2 molekil H,O2'yu su ve oksijene cevirerek zararsiz hale getirir. CAT,;
peroksizomda yag asitlerinin [-oksidasyonunda yer alan oksidazlar ile
fotorespirasyon ve purin  katabolizmasi tarafindan  dretilen  H,O2'nin

detoksifikasyonunda énemli role sahiptir [150].

Enzimatik olmayan savunma sisteminde gorev alan antioksidan molekuller
elektron ya da hidrojen vererek serbest radikallerin detoksifiye edilmesinde etkili
role sahiptirler [135]. Onemli antioksidanlardan biri olan askorbat (AsA- L-askorbat,
vitamin C), enzimatik reaksiyonlarda rol almasinin yaninda, H,O, ile enzimatik
olmayan reaksiyona girer [172]. Bitkilerde mitokondrinin i¢ zarinda sentezlenen ve
oncelikle '0,, Oy, HO, ve tiyol gruplari ile reaksiyona giren AsA, birgok bitki
peroksidazi (APX gibi) icin dogdal substrat olarak iglev gosterir [173]. Ayrica AsA,
prolin sentezi, prostetik gecis metal iyonlarina sahip enzimlerin korunmasi; hucre
bolinmesi, hucre uzamasi, hiucre vakuolizasyonu, hucre ¢eperinin  genislemesi,
okside karotenoid ve tokoferollerin korunmasi ve yenilenmesi ile fotosentezde
gorev alir [157, 163].

AOT artisi ile indlklenen oksidatif hasara karsi en 6nemli hicre igi savunma
metabolitlerinden biri olarak kabul edilen glutatyon; sitozol, kloroplast, endoplazmik
retikulum, vakuol ve mitokondri gibi hucresel bolimlerde bulunur [174].
Glutatyonun hicrelerde serbest tiyol grubu ile indirgenmis bir formu (GSH) ya da
iki 6zdes molekll arasinda bir disdlfit bulunan oksitlenmis bir formu (GSSG)
mevcuttur [175]. Glutatyonun htcre farklilagsmasi, hicre olimleri ve yaslanma,
patojen direnci ve enzimatik regulasyon gibi ¢esitli buyume ve gelisme olaylarinda
onemli rol oynadigi bilinmektedir [150]. Ayrica hucresel fonksiyonlar icin dnemli
olan GSH/GSSG orani, askorbat-glutatyon dongusinun temel bilesenlerinden olan
GR tarafindan korunur [176].

Lipid antioksidanlari olarak adlandirilan a-tokoferoller (vitamin E), AOT'’nin
yakalanmasinda ve lipidlerin oksidatif hasara kargi korunmasinda goérev alir [177].
Kloroplast membranlarinda bulunan a-tokoferoller bu zarlari fotooksidatif hasara

karsi korur [178]. Bu mekanizmada a-tokoferol *O,’yi H,O,'ye dénistiiriirken aldig

23



elektron ile a-tokoferol radikaline donugur. Ortamda bulunan AsA bir yandan
H.O,'yi detoksifiye ederken, diger yandan a-tokoferol radikalini yeniden a-

tokoferole donustirar [179].

Isigin yakalanmasi ve fotokorumada temel role sahip olan ve tim fotosentetik
organizmalar tarafindan uretilen karotenoidler; bir diger enzimatik olmayan
antioksidandir [180]. Yaygin olarak bulunan c¢ift baglar sayesinde 15131 absorbe
edebilen karotenoidler; fotosentez esnasinda meydana gelen Chl*, 'O, ve diger
serbest radikalleri detoksifiye ederek fotosentetik aparatlari korur. Ayrica yapisal
roli ile de fotosistemlerin butanlugu, i1sik toplayici kompleks proteinlerinin
kararlihgi ile tilakoid zar stabilizasyonu icin de 6nemlidir [150]. Karotenoidler;
fotosentez mekanizmasini, lipid peroksidasyonuna ve asiri eksitasyona karsi
korurken karotenoid radikallerine donusur. Sentezlenen bu radikaller; a-
tokoferoller ve AsA tarafindan tekrar indirgenerek antioksidan 0Ozelige sahip

karotenoidler yeniden sentezlenebilir [181].

Bitkilerde ikincil metabolitlerin blylk bir kismini temsil eden fenolik bilesikler
(coklufenoller); bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan en az bir aromatik halka
(C6) ile karakterizedir [182]. Sinnamik asitten sentezlenen fenolik bilesikler fenolik
asitler, flavonoidler ve taninler olarak siniflandiriir [183]. Fenolik bilesikler
bitkilerde doku ve hicre tipine 06zglin olarak sentezlenir ve fitoaleksinleri
olusturma, UV’ye karsi koruma, sinyal molekullu olma ve 6nemli yapisal bilegsenleri
olusturma gibi goérevlere sahiptirler [184]. Flavonoidler igerisinde yer alan
antosiyaninler ise dogrudan AOT lerin yok edilmesinde gorev alir ve AsA ile a-
tokoferollere goére 4 kat daha fazla AOT detoksifikasyon kapasitesine sahiptir
[185].

2.3. Bitkilerde Kuraklik Stresine Karsi Gelistirilen Dayanikliik Mekanizmalari

Bitkiler kuraklik gibi streslere kargi adaptasyon stratejilerini bliyume, gelisme,
hicresel ve molekller aktiviteleri ayarlayarak dizenler [186]. Kuraklik stresine
kargi verilen erken tepkiler, genellikle bitkinin bir sire hayatta kalmasina yardimci
olur. Bitkinin kurakliga alismasi ise; stres kosullarinda fonksiyonlarini iyilestirmek
icin yapisal kapasite ile iligkili bazi yeni metabolitlerin birikimine baglidir. Bitkilerin
su stresine karsi verdigi cevaplar ile ilgili esas gorusler; homeostasin korunmasi
(iyon dengesi ve osmotik ayarlamalar); AOT lerin detoksifikasyonu gibi hizli tamir

mekanizmalarinin devreye sokulmasi ve olusabilecek hasarlarin engellenmesi;
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oksidatif stresin azaltilmasi ve buyumenin dizenlenmesi ile iyilesmeyi icermektedir
[80]. Bitkilerin kurakliga karsi gelistirdigi dayanikllik mekanizmalari; organizmanin
g6zlemlenebilir  etkisinden gen aktivitesine dogru; morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal (antioksidanlar; bitki blyime dizenleyicileri, ¢ézlnebilir bilesikler ve

osmotik duzenleyiciler) ve molekuler diuzeylerde incelenebilir.

2.3.1. Morfolojik Mekanizma

Bitkiler; morfolojik olarak farkli sekillerde kurakliga karsi tolerans mekanizmalari
gelistirmistir [187]. Surgun ve kok kurakliktan en fazla etkilenen yapilar olup her
ikisi de kurakliga adaptasyonda bitkinin temel organlaridir. Kuraklik stresi altinda
bitkiler yaprak genislemesinin inhibisyonu ile fotosentez sonucu sentezlenen
asimilatlarin kok sistemlerine tasinimini artirir. Bu durum kokun buyumesi,
yogunlugu, yayihimi ve alanini artirarak strese kargi dayaniklilik kazanilmasini
saglar [77]. Siddetli kuraklik kosullarinda bitkiler; yaprak yuzeyine oranla iletim
demetleri ile birim yaprak alani basina stoma sayisini arttirir. Ayrica bitkiler; ktgik
yaprak boyutu ve yaprak kivrilmasi; tiy yogunlugunun artmasi ve epidermal duvar
ile kutikulanin kalinlagsmasi gibi adaptif 6zelliklere sahip olma egilimindedir [74,
83, 188].

2.3.2. Fizyolojik Mekanizma

Su; hucre geniglemesi ve buyumesi ile otsu bitki formunun korunmasi igin gerekli
olan turgorun surdurdlmesinde esas gerekli bilesendir. Bitkiler, stres kosullarinda
turgorun korunmasi icin osmotik potansiyeli dusurerek hucrelere su girigini
saglayacak osmotik duzenleyici bilesikleri sentezler. Yaprakta su durumunun
dizenlenmesi; osmotik ayarlamalar vel/veya hlcre c¢eper elastikiyetinin
degistiriimesi ile saglanir. Bu durum kuraklik suresince fizyolojik aktivitenin

devamlihdi acisindan gerekli bir 6zelliktir [77].

Kuraklikta yaprak alaninin azalmasi, stomalarin kapanmasi ve kutikula kalinhginin
artmasi transpirasyon oranini (su alimi/su kaybi) azaltir [74, 109, 187]. Bitkilerin
daha kuguk capli kokler gelistirmesi, emici yuzeyleri en Ust duzeye gikarmasi ve
su ile besin alinimini arttirmasi kuraklik kosullarinda geligtirdigi dayaniklilik
stratejilerdir. Ayrica koOklerde asirni kuraklik kosullarinda hucre ¢eperinde
suberinlesmenin artmasi da kokten gecgebilecek suyun ters akisini engellemektedir
[189].
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2.3.3. Biyokimyasal Mekanizma
2.3.3.1.Antioksidan Savunma Sistemleri
Bu kisim “2.2.4.2. AOT’lerin detoksifikasyonu” bagligi altinda anlatiimigtir.

2.3.3.2. Bitki Bliyume Duizenleyicileri

Bitkisel hormonlar bitkilerin buyume ve gelismesi igin besin maddelerinin dagilimi
ile kaynak/havuz gegiglerine aracilik ederek degisen ortam kosullarina uyum
yeteneginde merkezi role sahiptir [190]. Kuraklik stresinde oksin, giberellin ve

sitokininin hormonlarinin i¢csel ifadesi azalirken; ABA ve etilenin ifadeleri artar [77].

Stomanin kapanmasi gibi birgok hucresel iglevde gorev alan ABA, kuraklik
kosullarinda su dengesinin ve osmotik stres toleransinin dizenlenmesinde erken
uyari sinyali olarak iglev gorur [152, 191]. ABA bitkilerdeki bu iglevleri; osmotik
koruyucularin birikimini tetikleyerek osmotik ayarlamada, fotosentetik proteinlerin
degregasyonunda ve stoma yogunlugu ile hacmi, yaprak alani ve kok gelisimi gibi

degisimlerin duzenlenmesinde gorev alarak gerceklestirir [89].

Bitki gelisiminin dizenlenmesine goérev alan ve dogal olarak indol-3-asetik asit
(IAA) formunda sentezlenen oksin hormonun orta siddetteki su stresinde kok
ucuna oksin taginiminin arttigini bildirmigtir [192]. Oksin tasiniminin artisi, kok
ucunda H*-ATPazlar araciligiyla proton salinimini artirir ve orta siddette kuraklik
altinda bu proton salinimi, primer kokiun olusumu ve korunmasi ile kok tayleri
gelisimini saglar. Kurakh@in algilanmasi veya cevresel etkiler (dissal oksin
uygulanmasi veya oksine dayaniklilik genine sahip mutantlar gibi) ile ortaya ¢ikan
oksin sinyal iletimindeki aksakliklar; yan kok gelisimini, hucre genislemesi, yan kok
primordiumlarinin - olusumu, blyumesi ve oryantasyonunu igeren her bir
basamagin aktivitesini azaltarak etkiler [193, 194]. Kuraklik stresi siresinde oksin
dengesinin korunmasi, yan kok olusumu icin gereklidir ve yapilan ¢alismalar bu
cevaplarin oksin ile ABA gibi diger hormonlarin etkilesimine bagli oldugunu
gOstermektedir [195]. Diterpenoid bitki hormonlarinin buyudk bir sinifini olusturan
giberellinlerin (GA) kurakhk kosullarinda katabolizmasinin arttigi, aktivitesinin
baskilandigi ve bu durumun olumsuz kosullara adaptasyonda oldukga etkili bir
mekanizmanin pargasi oldugu bildirilmigtir [196]. Bitki buylme hormonu olan GA
ile ABA'nin sinyal iletim yolaklarinin belirli noktalarda kesigsmesi, GA’nin bitkide
hicresel stres agi ve gelisimsel sinyal yolunun dizenleyici fonksiyonunda anahtar
role sahip oldugunu gostermektedir [197].
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Hucre boluinmesinde 6nemli role sahip olan sitokinin hormonun sentezinde gorev
alan enzimleri [sitokinin sentaz, adenozin fosfat ve izopentenil-transferazi (IPT)]
kodlayan genlerin aktivitesi kuraklik gibi ¢evresel stres kosullarinda azalirken;
sitokinin oksidazi kodlayan genlerin aktivitesinin artmasina bagl olarak sitokinin
dizeyi azalr ve bu durum yaprak senesensini tetikler [195]. Bitkilerde koklerin
uzamasini engelleyen sitokinin hormonunun kuraklik kosullarinda azalmasi;
kuraklik toleransinin duzenlenmesine katkida bulunan kok buylumesinin artisina
neden olur [198].

Etilen bitki dokularinda bulunan gaz formundaki hormon olup 6nculu olan 1-amino
siklopropan-1-karboksilik asitten (ACC) sentezlenir. Stres kosullarinda, etilenin
sentezi artar ve koOk ile surgun buyUmesinin azalmasini tetikleyerek bitkinin
homeostazini dizenler [76]. Kurakhdin beraberinde ortaya ¢ikan ikincil stresler
olan yuksek sicaklik ve osmotik stres de etilen Uretiminin artmasina neden olur.
Ayrica kokte ABA aracili olarak etilenin éncult olan ACC sentezlenir ve bu 6ncul
yapraklarda absisyona neden olan etilene doénusturilir [109, 199]. Bunlara ek
olarak etilenin stoma kapanmasinda da gorev aldigi distnulmektedir [152].
Salisilik asit (SA), bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik bilesiklerdendir. Hucresel
iglevlerde sinyal molekull olarak gorev alan SA'nin sentezi ¢cogunlukla fenilalanin
yolu ile gercgeklestirilir [200]. SA’'nin bitki blylimesi ve gelisimi ile diger
organizmalarla etkilesimi ve cevresel streslere cevapta onemli rol oynadigi
bulunmustur [201]. Kuraklik stresi altinda digsal SA uygulanarak bitkilerin kuraklik
toleransinin artinldigini gosteren bir ¢ok calisma mevcuttur [201-204]. Dissal SA
uygulamasi; fotosentetik etkinligi, membran gegirgenligini, yaprak su potansiyelini,
klorofil icerigini, nitrat redlktaz ve karbonik anhidraz enzim aktivitelerini, kuru
madde birikimini ve antioksidan enzim aktivitelerini indukleyerek bitkilerin kurakliga

toleransini artirir [195].

Jasmonatlar (JA) olarak bilinen jasmonik asit ve tlrevleri gevresel stres toleransini
artiran hormon grubundadir. JA lipidden turetiimis sinyal molekulleri olup, lipid
peroksidasyon yolunda allen oksidaz sentaz enzimi araciligiyla sentezlenir [205].
Bitkilerde JA’dan sorumlu genlerin ifadesinin stres kosullarinda arttigi ve toleransa
katkida bulundugu bildirilmistir  [206]. Ayrica, JA’larin antioksidan enzim
aktivitelerini artirarak, kurakhkla ortaya g¢ikan oksidatif etkileri hafiflettigini bildiren
bircok calisma bulunmaktadir [206-209]. Kuraklik stresinin siddetinin artigi ile
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birlikte JA konsantrasyon artisinin ABA ile benzer cevaplar verdigi ve stoma

kapanmasini pozitif yonde etkiledigi bildirilmistir [210].

2.3.3.3. Osmotik Duizenleyiciler

Osmotik duzenleme mekanizmasi; osmotik duzenleyicilerin sentezi sonucu
hucresel turgorun korunmasi ile osmotik ve iyonik dengenin dizenlenmesini igerir
[90]. Osmotik diuzenlemede goérev alan osmolitler, su stresine cevapta ve
dayaniklihkta 6nemli role sahiptir. Bu bilesiklerin birincil fonksiyonu, hucrelere
gradiyent boyunca su giriginin devamlihdini saglayarak hucrelerden su kaybini
Onleme ve turgorun korunmasidir [80]. Buna ek olarak osmolitler; AOT’lerin neden
olabilecegi hasarlari azaltma, membran hasarlarini énleme, protein ile enzimlerin
stabilizasyonu ve stomalarin agilip kapanma mekanizmalarinin duzenlenmesinde
de gorev alirlar [77, 211, 212].

Kuraklik stresi altinda bitkilerde osmotik duzenleme asagida 6zetlenmigtir [213];

e Osmotik duzenlemede, bitki su durumunun aktif organik veya inorganik
¢bzunen birikimi igin gerekli sinyali verebilecek dizeye dusmesi gerekir.
Genotipe bagli olarak, bitkilerde osmolit birikimi, su miktarinin azalmasi ile
orantil olarak gergeklesir.

e Osmotik duzenlemeler zaman gerektiren uyum islevleridir. Hizli su kaybi
durumlarinda osmotik dizenlemeler gergceklesemez.

e Kuraklik nedeniyle bliyimenin azaldidi ve fotosentezin ¢ok fazla etkilenmedigi
durumlarda, fotosentez drunleri (sekerler vb.) osmotik duzenleme igin
biriktirilebilir. inorganik g¢éziinenler de (6rn; K*) osmotik diizenlemede etkin
olarak gorev alirlar.

e Kuraklikta osmotik duzenleme ile hucre c¢eperinin elastikiyeti ayarlanarak
turgor duzenlenir. Genellikle kiglk hucreler blytk hlcrelere gére osmotik
duzenlemeler i¢in daha uygundur.

e Osmotik dizenleme ile bitkide tamamiyla turgor kaybolmayacak sekilde su

potansiyeli azaltilir.

Osmotik dizenlemede gorev alan osmolitler, disik molekdl agirlikh bilesikler olup
yuksek konsantrasyonda dahi toksik olmayan, hicre metabolizmasina zarar
vermeyen, yuksek oranlarda c¢ozinebilen ve molar konsantrasyonlarda biriken

nétral maddelerdir [211, 214]. Osmolitlerin bir kismini vakuolde biriken K* gibi
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temel iyonlar, diger kismini ise organik osmolitler olusturur ve bunlarin ¢ogu
organeller basta olmak Uzere sitoplazmada biriktirilirler [215, 216]. Organik
osmolitler; amonyum iceren bilesikler (poliaminler ve betainler); seker ve seker
alkoller (karbohidrat sekerler ve seker alkoller) ile aminoasitler (prolin) seklinde

siniflandirlabilir (Cizelge 2.3).

2.3.4. Molekuler Mekanizmalar

Bitkilerin kuraklik stresi gibi ¢cevresel streslere adaptasyonlari; stresin algilanmasi,
sinyal iletimi ve stresle ilgili gen ve metabolit ifadelerinin diuzenlenmesini iceren
molekuler mekanizmaya ait agamalarin aktivasyonuna baghdir [217]. Kuraklikta
gen ifadelerindeki degisimleri, ikincil stres olarak ortaya ¢ikan oksidatif ve osmotik
stres de dizenler. Bu faktoérlerin ortak etkisiyle ortaya c¢ikan cevaplar ise kurakhgin

oldukca kompleks bir olay oldugunu ortaya koymaktadir [77].

2.3.4.1. Gen ifadesi Diizeyindeki Degisimler

Bitkilerde kurakhk hiicre ceperi ya da membranda yer alan sensor veya
reseptorlerin uyariimasi ile algilanir (Sekil 2.6). Histidin kinaz reseptort (ATHK),
I6since zengin protein RPK1, SPK1 ve ABA reseptori (PYR1/PYL/RCAR’ler)
kuraklik sinyali ile uyarilir ve sinyal mekanizmasini aktive eder [218, 219].
Algilanan hiicre disi sinyaller, Ca*?, inositol fosfat ve AOT’ler gibi ikincil haberciler
yoluyla hiicre igine aktarilir. ikincil haberciler sinyal iletimini igeren sinyal yolunu
baslatir. Bu sinyal iletim yolunda protein fosforilasyonu ve defosforilasyonunda
gobrev alan protein kinazlar [mitojen aktive eden protein kinazlar (MAPK’lar) ve
kalsiyum bagh protein kinazlar (CDPK’lar)] ve fosfatazlar gorev alir. Sinyal iletimi
sonunda ise protein kinazlar ve fosfatazlar tarafindan molekiler mekanizmanin
dizenlenmesinde gorev alan ve bir diger protein grubu olan transkripsiyon
faktorleri (TF)'nin ifadesi duzenlenir (aktive edilir veya baskilanir). Daha sonra
TF’lerde stresten sorumlu genlerin promotor bolgesindeki cis-acting elemente
baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu duzenler [223, 224]. Kuraklik nedeniyle
icsel duzeyi artan ABA da su stresi cevabinda yer alan gen ifadelerini
dizenlemektedir. Yapilan molekuler ¢alismalar, kurakliga bagl olarak gen ifadesi
duzenlemelerinin  ABA-bagimli  veya ABA-bagimsiz yol aracihgr ile
gerceklestirildigini ortaya koymustur [225]. ABA bagimli yolda AREB/ABF (bZIP),
MYB/MYC, NAC, WRKY’ler ve NF-Y transkripsiyon faktorleri bulunurken; ABA
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Cizelge 2.3. Bitkilerde kuraklik toleransini artiran énemli osmotik dizenleyici bilesikler [80,
120, 152, 211, 212, 220-222].

Osmotik
koruyucu

Sentezlenmesi ve fonksiyonlar

Amonyum iceren bilesikler

Poliaminler

Poliaminler

Hidrofilik 6zelikleri sayesinde ortam pH’sinin korunmasini saglarlar. Putresin, spermin
ve spermidin en yaygin olanlaridir. Bu osmotik koyucular serbest olarak
bulunabildikleri gibi, kiiglk (fenolik bilesikler) veya blyuk (nukleik asit ve proteinler)
molekullere kovalent bag ile baglanabilirler. Stres kosullarinda artan serbest radikal
detoksifikasyonunda osmotik koruyucu olarak rol oynarlar.

Betainler

Glisin betain

Sentezi kloroplastta, i1siga bagimh olarak kolin monooksigenaz (CMO) ve betain
aldehit dehidrogeaz (BADH) enzimleri araciligiyla gerceklesir. Osmotik ayarlama ve
tilakoid membranlar ile Rubisko ve OEC gibi fotosentetik mekanizmada yer alan
komplekslerin korunmasinda goérev alarak fotosentetik etkinligin korunmasini saglar.
Ayrica molekiler saperonlar gibi enzimlerin katlanmasini 6nleyerek stablizasyonunun
korunmasi, AOT lerin detoksifikasyonu ile membran gegirgenliginin saglanmasinda da
gorev alir.

GABA

y-amino butirik asit (GABA) protein olmayan aminoasitlerdir. Esas olarak sitozolde
glutamattan glutamat dekarboksilaz (GAD) araciliiyla sentezlenir. Stres kosullari
altinda GABA metabolizmasi; karbon-azot metabolizmasi ve  AOTlerin
detoksifikasyonu ile iligkili olup stres toleransina katkida bulunur.

Seker ve seker alkoller

Karbohidrat

Fruktan: Osmotik ayarlamalar, membran ve protein stabilizasyonu ve AOT lerin
detoksifikasyonununda gorev alir.

Trehaloz: indirgenmemis disakkarit sekerlerdir. Bitkilerde genellikle stres kosullarinda

trihaloz-6-fosfat sentaz (TPS) ve trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) enzimleri
tarafindan sentezlenir. Hlicre 6zsuyunun osmotik potansiyelini dusurerek suyun
hicre disina ¢ikisini dnler, proteinlerin ve membranlarin stabilizasyonunu ile
karbon metabolizmasinin dizenlenmesine katki saglar.

Seker Alkoller

Mannitol:  Osmotik ayarlama, AOT’lerin detoksifikasyonu ve makromolekillerin

stabilizasyonunda gorev alir.

Sorbitol : Birincil fotosentetik Grin olup osmotik duzenleyici gibi davranir ve sorbitolin

fruktoza oksidasyonunu katalizler.

p-ononitol: Osmotik koruyucu olarak bitkilerden su kaybini énler, enzimlerin korunmasini

saglar ve membranlarin OH" tarafindan zarar gérmesini engeller.

Amino asitler

Prolin

Birikimi dUsuUk su potansiyeline karsilik genel bir cevaptir ve konsantrasyonu kontrol
kosullarina gére 100 kata kadar artabilir. Sitoplazmada veya kloroplastta glutamattan
prolin-5-karboksilaz sentetaz ve prolin-5-karboksilaz rediktaz enzimleri ile sentezlenir
Ayrica prolin alternatif bir yol olarak ornitinden, ornitin-delta-aminotransferaz (OAT)
araciligiyla da sentezlenir. Dlzeyi; sentez ve degregasyonu arasindaki dengeye
baghdir. Stres kosullarinda birikim nedeni ise sentezinin artip degregasyonunun
azalmasidir.

Membran, enzim ve dider proteinlerin korunmasi (molekuler saperonlar gibi
davranma), osmotik duizenleme; serbest radikallerin yakalanmasi, sitozolik pH ile
hicresel redoks potansiyelinin korunmasi, spesifik gen ifadelerinin aktivasyonu
(protein kinazlarin aktivasyonu), sinyal molekuli olarak mitokondrial fonksiyonlarin
dizenlenmesi ile hicre proliferasyonu veya hicre 6lumlerinin dizenlenmesinde goérev
alir.
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bagimsiz yolda DREB2A, NAC ve ZFHD transkripsiyon faktorleri bulunur. ABA-bagimli
yolda yer alan AREB (ABA sorumlu element baglanma protein) / ABF (ABRE
baglanma faktoru) TF’si, ABA’ya duyarli genlerin aktivitesini promotor bolgesindeki
ABRE'’ye baglanarak dizenler. ABRE, esas olarak ACGT dizisine sahip, 8 baz cifti
uzunlugundaki bir cis-acting elementtir (PyACGTGG/TC). AREB/ABF TF’leri, bZIP
(basic leucine zipper) ailesinin alt Uyelerindendir ve bZIP domainine ek olarak 4
korunan domain (AREB1, AREB2, ABF1, ABF3) igerirler [226]. ABRE ise RD29B ve
RD20A genlerinin promotor bolgesindeki ABRE motifine baglanarak aktivitelerini
dizenler [227]. Ayrica ABRE'nin tek bir kopyasi, ABA'ya bagimli gen ifadesinin
duzenlenmesi i¢in yeterli degildir. Aktif bir cis-acting element olarak islev gorebilmek
icin ABRE’nin, baska kopyalari veya baska bir spesifik cis-acting element ile iligki
kurmasi gerekir [116].

ABA birikimi ile aktivitesi artan diger protein grubu ise MYB/MYC proteinleridir [228].
MYB proteinlerinin birgok tUyeleri R2R3-MYB alt ailesine aittir. C terminal alanlarindaki
DNA baglama domainleri ile amino asit motiflerinin korunmasina bagh olarak bu alt
aile uyesi siniflandiriimis ve 23 alt gruba ayrilmistir. R2R3-MYB TF'leri, birincil ve
ikincil metabolizma, hucrenin durumu, gelisimi, abiyotik ve biyotik strese cevabini
iceren bitkiye Ozel sureglerin kontrolinde merkezi rol oynar [229]. MYC TF'leri ise
bHLH (basic-helix-loop-helix) domainleri iceren bHLH transkripsiyon faktorleri ailesine
dahildir. MYC TF’lerinin, ABA sinyalinde oldugu gibi jasmonik asit sinyal cevaplarinda
da goérev aldigi cgalismalarda bildiriimigtir [230-232]. MYB ve MYC TF’leri stres
kosullarinda igbirligi yapar ve beraber RD22 geninin promotor bodlgesine baglanarak

genin aktivasyonunu saglar [227].

Kuraklik cevaplarinda yer alan ve ABA-bagimli yola dahil olan bir diger TF ise WRKY
TF’dir. WRKY TF’leri genlerin W-kutusu denilen korunmus dizilerine baglanarak
aktivitelerini dizenler. Kuraklikla aktivitesi artan WRKY’ler; WRKY 18, WRKY40 ve
WRKY60'dir. ABA sinyalinde WRKY18 ve WRKYG60 pozitif dizenleyici olarak gorev
alirken; WRKY40 negatif dizenleyici olarak rol oynar. ABA sinyali algilandiginda
WRKY18 ve WRKY40 aktive olur. Bunlarin Urunleri ise WRKY60'In promotor
bolgesinde yer alan W-kutusuna baglanir ve bu TF’yi induklerler [226]. WRKY TF’leri,
gelismeden gesitli biyotik ve abiyotik streslere kadar hormon aracili yolaklardan olusan

cesitli suregleri duzenler [233].
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Bu TF’lere ek olarak NF-Y(nuklear faktor-Y)de ABA bagimh yolda goérev alan bir
diger onemli TF’dir. Hedef genin promotordaki CCAAT bdlgesine baglanan ve
heterodimerik bir protein olan NF-Y’lerin; azot fikse eden bitkilerde nodul olusumu
ile azot asmilasyonunda gorev aldigi gibi kuraklik stresine cevap ile toleransta da
rol oynadigi bildiriimektedir [226].

Hem ABA bagimli hem ABA bagimsiz yolda gorev alan NAC gen ailesi en buyuk
TF grubunu olusturur [234]. NAC TF’si ABA bagimli yolda ve jasmonik asit gen
ifadesinde RD26 geninin; ABA bagimsiz yolda ise ERD1 geninin ifadesini dizenler
[227]. NAC proteinleri bitki gelisimi, korunma ve biyotik stres cevaplari ile kuraklik
gibi abiyotik stres cevaplarinda rol oynar [233]. Ayrica ERD1 geninin aktivitesinin
dizenlenmesinde NAC ile birlikte ZFHD proteini de gorev alir. ABA bagimsiz yolda
gorev alan ZFHD (zinc-finger homedomain) TF; 14 baz cifti iceren rps1 site1-like
dizisini (CACTAAATTGTCAC) tanir, baglanir ve transkripsiyonel aktivator olarak
iglev gorur [235].

DREB2 proteinleri, bitki spesifik transkripsiyon faktorleri olup AP2 (Apetala2) / ERF
(etilenden sorumlu element baglayici faktor) ailesinin Uyesidir. DREB2 TF'leri,
hedef gen olan RD29A’nin promotor golgesindeki ylksek oranda korunmus
AP2/ERF domainlerindeki GCC kutusuna ve/veya DRE (Dehidrasyondan sorumlu
element) / CRT (C-tekrarli element) cis-acting elementine baglanir [224].
Arabidopsis’te tanimlanan 8 adet DREB2 geni arasinda DREB2A ve DREBZ2B;
kuraklik, yuksek tuzluluk ve sicaklik streslerinde yuksek oranda induklenir ve
ABA'dan bagimsiz yolda transkripsiyonel indukleyici olarak iglev gorur.
DREB2A’'nin amino asit dizisinde yer alan negatif duzenleyici bodlge, protein
stabilitesinde gorev alir [236]. Normal sartlarda DREB2A proteinlerinin yikiimasi
DRIP1 ve homologu DRIP2 araciligla gerceklegtirilir. DRIP1 ve DRIP2'ler,
kuraklida cevapta yer alan genlerin ifadesinde 6zgln duzenleyiciler olarak
DREB2A proteinlerinin 26S’lik proteozomda proteolizinin gergeklesmesini saglar
[186].

2.3.4.2. Proteom Diizeyindeki Degisimler

Proteomik; genomun tamamlayicisi olan proteomun sistematik analizini ortaya
koyan teknoloji olarak tanimlanir. Bu teknoloji ile proteinlerin belirli zaman
noktalarinda yapilari, yerlesimleri, miktarlari, translasyon sonrasi modifikasyonlari,
doku ve hucrelerdeki iglevleri ile diger proteinler ve makro molekullerle olan
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etkilesimleri incelenebilmektedir [237-239]. Bir hlicrede belirli bir zamanda bulunan
tum proteinleri ifade eden proteom kelimesi “genOM tamamlayici PROTein"den
turetilerek, ilk kez 1994 yilinda, Siena’da “Iki yonli elektroforez” toplantisinda
Avustralyali arastirmaci Marc Wilkins tarafindan énerilmis ve kabul edilmistir [240,
241].

Proteomik yaklagim, bitkilerin strese karsi verdigi tepkileri ve biyokimyasal
sureglerin karmasikhgini arastirmak i¢in kullanilanilabilecek en ideal yontemdir. Bu
uygulamalar; stres kosullarina kargi transkripsiyonel degisimlerin belirlenmesini
saglayarak bitkilerin olumsuz kosullar ile nasil basa ¢iktigi konusunda ipuclari elde
etmemizi saglar. Ayrica gelismis biyoinformatik analizlerde, yeni proteinleri
belirlemeye, karakterize etmeye ve aciklamaya yardimci olmustur. Bu nedenle
bitki stres proteomigi, bitkilerin strese karsi dayanikliik kazanmasi igin
kullanilabilecek olasi aday genleri tanimlama olanagi sunmaktadir. Ayrica bitki
proteinlerin glikozilasyon, fosforilasyon ve metilasyon gibi translasyonel ve post-
translasyonel modifikasyonlar ile protein yapisinda meydana gelen dedgisiklikler
hakkinda bilgimizi arttirmaktadir. Bu degisikliklerin bir sonucu olarak, farkh
molekuler agirlik ve/veya protein yuki olan proteinlerin izoformlarini gézlemlemek

son derece mumkundur [242-244].

Protein ifadesi ve metabolizmasi bitkilerin su stresine adaptasyonunda onemli rol
oynamaktadir [245]. Kurakhda duyarhli§i belirlenen proteinlerin ifade dizeyleri
(artis veya azaliglari); bitki tard, incelenen doku veya organ, stresin siddeti, suresi
ve fazi (baslangi¢, alisma, savunma, tikenme veya iyilesme fazlari) ile 6rneklem
zamanina (erken yada geg¢ cevaplarla ilgili degisimler) bagh olarak degismektedir
[246, 247]. Bununla birlikte kurakhk stresine osmotik ve oksidatif stresinde eslik
etmesi; kuraklik stres cevaplarina farkli metabolik yolaklardaki proteinlerinde
katilmasini da tetiklemektedir [242].

Son yillarda yapilan proteomik calismalar, stres kosullarinda bitkilerin proteom
yapisinda meydana gelen degisimleri ve stres kosullari tarafindan uyarilan
molekuler mekanizmalari aydinlatmaya yardimci olmaktadir [245, 248-251].
Kuraklikla ilgili olan proteomik calismalarda tanimlanan proteinlerin; eneriji,
karbohidrat ve solunum metabolizmasi; fotosentez; protein metabolizmasi (sentezi
ve yikimi), strese karsi savunma metabolizmasi, sinyal iletimi,

transkripsiyon/translasyon ve tasinimla iliskili oldugu bildirilmistir [251-257].
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Kuraklikla ilgili proteomik caligmalarin bir kisminda bitkilerin organlari arasinda
proteom agisindan meydana gelen degisimler incelenmis olmasina ragmen [249,
254, 258]; cogunlugunda kurakhga karsi farkli duyarliik duzeyine sahip
genotiplerin proteomlari analiz edilmis ve karsilastirimistir [245, 251, 256, 259,
260]. Farkli hassasiyete sahip genotiplerin karsilastiriimasiyla yliksek dizeyde
ifade olan proteinlerin toleransli genotiplerdeki dayaniklilik mekanizmalari Gzerine

etkisini anlamak i¢in dnemlidir [261].

Fizyolojik dlzeyde, fotosentez aktivitesinin dlizenlenmesi, kuraklik dénemlerinde
bitkinin aklimizasyonu (uyumlanmasi) ve hayatta kalmasinda anahtar bir faktérdir.
Stoma kaynakli veya stomal olmayan nedenlerle fotosentez aktivitesinin azalmasi,
bitkiler icin  kurakliga karsi 6zglin cevaplardandir [262]. Bir¢ok c¢alismada
kurakliktan sorumlu proteinlerin 6nemli bir kismini fotosentezin hem 1sik
reaksiyonlarinda (i1sik toplayici kompleksler, fotosistemler, elektron tasiyicilar ve
ATP sentaz) hem de Calvin dongusunde (RuBisCO buyuk ve kuguk alt birimi ile
diger Calvin dongusu enzimleri) gorev alan proteinlerin olusturdugu bildiriimektedir
(Cizelge 2.4) [256, 257, 263-265]. Fotosentez aktivitesinin kurakliga bagl olarak
sinirlandiriimasi, kloroplastlarda foton absorblanmasi ve kullanimi ile PSlI
tarafindan bu enerjinin elektron olarak ¢evriimesi arasindaki dengenin bozulmasi
ve dolayisiyla AOT Uretiminin artmasina neden olur [156, 266]. Bu duruma maruz
kalan bitkiler, AOT Uretimi ile iliskili olan oksidatif stresle basa ¢cikmaya calisirlar.
Bu oksidatif strese karsi verilen proteomik yanitlar; agirlikhi olarak AOT uretiminin
baslica gercgeklestigi kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlarda meydana gelir
[267]. Proteom calismalarinda  kuraklik  kosullarinda  bitkilerin ~ AOT
detoksifikasyonu ile ilgili olarak SOD (Zn/Cu SOD-MnSOD), APX, peroksiredoksin,
tiyoredoksin, glutatyon-S-transferaz ve dehidrogenazlar gibi korunmada goérev alan
proteinlerin ifadelerinin 6nemli duzeyde degistigi bildiriimektedir (Cizelge 2.4).
Detoksifikasyon enzimlerine ek olarak is1 sok grubu proteinleri de (Hsp’ler)
savunmada gorev alan onemli bir protein grubudur. Protein katlanmasi,
baglanmasi, translokasyonu ve degredasyonundan sorumlu olan Hsp'ler;
proteinleri islevsel konformasyonlarinda tutarlar ve sinyal iletim agi ile hicresel

donguyu kontrol ederler [268].

Bitkilerde en bol bulunan metabolitler olan karbohidratlar; enerji kaynagi, osmotik

duzenleme ve sinyal molekulu olarak islev gorur ve bitkilerin abiyotik stres
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toleransinda 6nemli rol oynar. Calvin doéngusu, glikoliz ve TCA ddéngusunu
kapsayan karbohidrat metabolizmasinda gorev alan proteinlerin kuraklik stresi ile
ifadesinin degistigi bir cok ¢alismada bildirilmigtir [254, 262, 266, 269, 270].

Bunlarin diginda sinyal iletimi, protein metabolizmasi (protein sentez, korunumu,
katlanmasi ve degregasyonu), enerji ve solunum metabolizmasi, tasinim, hicre
ceper gelisimi ve hormon metabolizmasi gibi hucresel islevlerde gorev alan
proteinlerin ifadelerinin kurakhk uygulamasinda o6nemli dizeyde degistigi son

yillardaki ilgili calismalar Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Kuraklik uygulanmig bitkilerin yaprak dokularinda proteomik analizlerle ortaya konulan ve ifadesi degisen proteinler ile

yer aldiklari ilgili metabolizmalari gésteren son yillarda yapilan galismalarin genel degerlendiriimesi

Bitki Adi Kuggllik ifadesi Degisen Proteinler Kaynak
uygulama kosulu
Stres, korunma ve detoksifikasyon: Fibrilin- benzeri proteini, SOD, APX, DHAR, 2-Cys
5 farkh PEG6000 | peroksiredoksin BAS1
konsantrasyonu Fotosentez ve solunum: RuBisCO-ilgili protein, Fosforibulolinaz, Triozfosfat izomeraz
Bugday (sitozolik), Rubiloz-bisfosfat karboksilaz aktivaz, Oksijen olusumunu artirici protein
Iy (0, 15%, 20%, 25% | Karbohidrat metabolizmasi: Fosfogliserat mutaz, Enolaz, NADP-bagimh malik enzim,
(Triticum o . . . [270]
aestivum L.) ve 30%) S'toqu'k akonitaz . - . N - .
Protein katlanma: HSP 70, RubisCO blylk alt birim baglanma proteini altbirim alfa,
48 saat kurakhk RubisCO biyik alt birim baglanma proteini altbirim beta, Peptidil-proli- cis-trans izomeraz
uygulamasi Diger metabolizmalar (enerji, aminoasit, transkripsiyon /translasyon): Vakuol tipi proton-
ATPaz altbirim A, Metionin sentaz, Losin aminopeptidaz, cp31BHv (kloroplast RNA-baglanma
proteini)
Cal mesesi K Torf vegﬁrllt/ Fotosentez ve karbohidrat metabolizmasi: Oksijen olusumunu artirici kompleks 1 ve 2,
_(Quercus angimi (3:1v/v) PSII oksijen-olusum kompleks protein 2, LHCII tip | klorofil a/b, Kloroplastik ATP sentaz (3 alt
ilex subsp. s . : : . . . . ; ) .
ballota Sulamaksizin 28 birim, RuBisCO aktivaz, Trioz fosfat izomeraz-benzeri protein, Sitozolik fosfog_llserat I_<|naz [266]
[Dest ] giin kuraklik Stres, korunma ve detoksifikasyon: 2-Cys peroksiredoksin BAS, Peroksiredoksin, 2-Cys
Samp.) uygulamasi peroksiredoksin- benzeri protein, $-1,3-glukonaz
' Aminoasit metabolizmasi: Sitozolik glutamin sentetaz 3 2, S-adonozil-L-metionin sentaz
Karbohidrat ve enerji metabolizmasi: Fruktoz bisfosfat aldolaz, Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz- fosfogliserat kinaz ve mutaz, 6-fosfoglukonolaktonaz, ATP sentaz kompleks
Tatn Doku kaltara (MS | alfa alt birimi, NADH dehidrogenaz 1 alfa alt kompleks, Karbonik anhidraz, Piridoksin
(Nicotiana ortami) biyosentez proteini
tabacum cv. Oksidatif stres: GST, SOD, Patojenle ilgili protein 10, Kurakhdin indikledigi kloroplastik [263]
Petit 12 gun kuraklik- su | stres proteini, S-formilglutayon hidrolaz
Havana) icerigi %20 Protein metabolizmasi: Okaryotik translasyon baslama faktéri 5A, Isi sok proteini (Hsp),

Prolin-tRNA sentetaz, Disllfit izomeraz-benzeri protein, Sitozolik glutamin sentetaz, Sistein
sentaz
Fotosentez: Ferrodoksin-NADP(H) rediktaz
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Kuraklik

Bitki Adi ifadesi Degisen Proteinler Kaynak
uygulama kosulu
Su kultdrd- Korunma ve detoksifikasyon: Isi sok proteinleri (HSP70/HSP90, HSP60, HSP7O,
Bugday PEG6000 H.SP90,_HS.P1.04), POD, DHAR, Polia_lmin oksidaz_ .
(Triticum Sinyal iletimi: 14—-3-3 proteini, Kalsitrant-benzeri protem_ o [254]
aestivum L) 12-24 ve 48 saat | Karbohidrat ve enerji metabolizmasi: Ketol-asit rediktoizomeraz, Kafeoyl-CoA
’ kurakhk Ometiltransferaz, Oksijen olusumunu artirici kompleks 2
Diger metabolizmalar: Tubilin, Tek sarmalli nikleik asit baglama proteini, Vakuol tipi ATPaz
(V-ATPaz)
% 50 kil,% 25 kum | Protein metabolizmasi: Metionin sentaz, S-adonozil-L-metionin sentaz, P- (S) -
Dari ve % 25 humus hidro!<_simandelor_1itril liyaz ' _ _ _
(Sorghum ) Enerji metabolizmasi: Muhtemel Cfl fosfoenol pl_ruvat karboksilaz, _Akonltat _hldrataz, [259]
bicolor) 7 gun kuraklik- Kloroplast NADP badmli malik enzim, Fruktoz bisfosfat aldolaz, Gliseraldehit-3-fosfat
bitkiler toparlanana | dehidrogenaz, Piruvat fosfat dikinaz
kadar iyilesme Transkripsiyon: RNA baglanma proteini, 40S ribozomal protein
Protein metabolizmasi: Uzama faktori alfa, Niikleoredoksin, Hsp’ler, Aspartat proteaz
Toprak kaltart Karbohidrat metabolizmasi: Ortofosfat dikinaz, Muhtemel glisin dehidrogenaz, RuBisCO
Pirin¢ (Oryza buyuk zincir, Muhtemel glisin hidroksimetiltransferaz, Muhtemel transketolaz, RuBisCO
sativa L. ssp. 20 glin aktivaz [269]
indica) sulamaksizin Enerji metabolizmasi: ATP sentaz CF1 alt birimi, Mitokondrial F1-ATP sentaz beta alt birimi
kurakhk Antioksidan ve detoksifikasyon: DHAR, SOD
Fotosentez: RuBisCO buyuk alt birim, Sedoheptulaz bisfosfat, Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz, RuBisCO karboksilaz aktivaz izoform 1, RuBisCO aktivaz, Muhtemel PSII
Toprak kaltard stabilite proteini, PSIl oksijen olusum kompleks protein 1 ve 2, Klorofil a/b-badlanma proteini,
Yer fistigi Riboz-5-fosfat izomeraz, Klorofil a/b-baglanma proteini tip Ill, PSII tip Il klorofil a/b-baglanma
(Arachis 15 gun proteini, RuBisCO kug¢uk zincir [256, 271]
hypogaea L.) sulamaksizin Protein metabolizmasi: Metionin sentaz, RNA bagdlanma proteini, 14-3-3 proteini
kuraklik Karbohidrat metabolimasi: Muhtemel kinon oksidorediktaz, Karbonik anhidraz, Glisin

dehidrogenaz, Fruktoz bisfosfat aldolaz, Triozfosfat izomeraz, Transketolaz
Tasinim: Mitokondrial ve kloroplastik ATP sentaz ve alt birimleri, Sitokrom ¢ oksidaz 6B-1
altbirimi
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Bitki Adi

Kuraklik
uygulama kosulu

ifadesi Degisen Proteinler

Kaynak

Bugday
(Triticum
aestivum L.)

Toprak kultird

7 gin sulamaksizin
kuraklik

Enerji metabolizmasi: Fosforubilokinaz / uridin kinaz ailesi proteini, Eritronat-4-fosfat
dehidrojenaz, Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, ATP sentaz, Fruktoz-bisfosfat aldolaz, Trioz
fosfat izomeraz, Serin hidroksimetil transferaz

Fotosentez ve hiicre iskeleti: Klorofil a/b badlanma proteini, Pirivat fosfat dikinaz, PAP
fibrilin, Aktin, RuBisCO, Oksijen olusumunu artirici protein 1, 2Fe-2S demir-stlfir kiimesi
domaini igeren protein

Aminoasit metabolizmasi: Glutamin sentetaz, S-adonozilmetionin sentetaz, Agil-protein
tioesteraz, RNA-baglayici alani-iceren protein, Uzama faktort P, FtsH proteaz

[271]

Bermuda
gimeni
(Cynodon
dactylon (L).
Pers.)

Toprak kaltart

16 gun
sulamaksizin
kuraklik

Fotosentez ve glikoliz: RuBisCO ile ilgili protein, RuBisCO buytk altbirim, RuBisCO buiyik
altbirim baglanma proteini alfa altbirim, RuBisCO kicik altbirim, Fosfoenolpirivat (PEP)
karboksilaz, Fosforubilokinaz, Sitozolik 3- fosfogliserat kinaz, Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz, Malat dehidrogenaz, ATP sentaz, Sitokrom b6f kompleksi Fe-S birimi, Oksijen
olusumunu artirici protein 1, Ferrodoksin NADP rediktaz (FNR), NADH dehidrogenaz F
altbirim

Hiicre organizasyonu ve uzama: Aktin-2-benzeri, Kloroplast translasyon uzama faktori Tu
Diger metabolik yolaklarda yer alan proteinler: Hsp’ler, Kitinaz, 14-3-3- protein, Glisince
zengin protein, Cu/Zn SOD, DHAR, Glutamin sentetaz, Flavonoid-benzeri kinon reduktaz,
Adenilat kinaz, Fibrilin benzeri protein

[251]

Kolza
(Brassica
napus L.)

Toprak kaltaru

28 gun
sulamaksizin
kurakhk

Protein metabolizmasi: Glutamin sentetaz, Nitrilaz 1, Alanin-2-oksoglutarat aminotransferaz
1, O-asetilserin (Thiol) liyaz oasB

ATP doniisiimii: Kloroplastik ATP sentaz birlestirme faktor(; Vakuol Tipi ATPaz
Karbohidrat ve enerji metabolizmasi: Sedoheptulaz-1,7-bisfosfataz, Fruktoz-1,6-
bisfosfataz, Aldolaz, Rubiloz-5-fosfat izomeraz, Kloroplastik glikoz-1-fosfat adeniltransferaz
kiglk altbirim, Trioz fosfat izomeraz, Transketolaz benzeri protein, Malat dehidrogenaz,
Fotosentez: LHCII tip lll klorofil a/b badlanma proteini, RuBisCO aktivaz, RuBisCo blylk
altbirim-baglanma proteini alfa alt birimi, Digsal PSII proteinin 33kDa, Tilakoid rodanaz
benzeri protein, RuBisCO buyuk altbirim
Redoks homeostazi, AOT ve sinyal:
Glioksalaz, APX, FNR

Stres ve korunma: Epithiospecifier protein, fibrillin, HSP 70, NAD(P)-binding Rossmann-fold-
iceren protein, Peptidil prolil cis-trans izomeraz CYP38, Germin benzeri protein
Transkripsiyon, translasyon ve RNA isleme: Uzama faktori G, kloroplastik uzama faktoru
tub, Kloroplast stem-loop binding protein-41A

2-Cys peroksiredoksin, Peroksiredoksin-2E,

[261]
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Bitki materyali

Bitki materyali olarak kullanilan aspir (Carthamus tinctorius L.) genotiplerine ait
tohumlar Trakya Tarimsal Arastirmalar Enstitisu Muaduarligi’nden (T.C. Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi) temin edilmistir. Bu tez kapsaminda 4 ¢esit ve 8 hat ve 1

yabani aspir turu olmak Uzere toplam 13 aspir genotipi kullaniimistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan aspir genotipleri

1. Remzibey-05 1. TRE-ASO 12/08 | 5. AOVD-L/4
Aspir 2. Dinger Aspir [ 2 AOVD-L/1 6.AOVD-L/11
Cesitleri | 3. Balci Hatlan [ 3 AGvD-L/2 7.AOVD-L/12

4. Linas 4. AOVD-L/3 8.AOVD-L/14
Yabani Aspir Tlru Carthamus oxyacantha

3.2. Bitki Yetigtirme Yontemi

Yaklasik ayni morfolojiye ve ayni bluyuklige sahip, embriyosu zarar gérmemis ve
testasi ¢atlak olmayan tohumlar 6zenle segilerek kabuk sterilizasyonu islemine tabi
tutulmustur. Sterilizasyon isleminde, segilen tohumlar %5’lik sodyum hipoklorit
(NaOCl) ile 3 dk sterilize edilip ardindan birkag kez distile su ile yikanmigstir ve iki saat
distile suda sismeye birakilmistir. 12 aspir genotipine ait 4’er adet tohum, her
uygulamada ucger saksi olacak sekilde, her biri 1 kg toprak iceren 14 X 13 cm (Ust
cap X yukseklik) boyutundaki plastik saksilara ekilmistir. Yetistirme ortami olarak
kullanilan toprak Ankara Universitesi, Ziraat Fakiltesi Haymana tarim arazisi
bdlgesinden temin edilmistir. Kullanilan deneme topraginin bazi fiziksel ve kimyasal
analizleri Ankara Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Toprak Bélimi, Toprak Analiz
Laboratuvar’'nda yapilmis ve analiz sonuglari Cizelge 3.2’de verilmistir. Yapilan
toprak anal