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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI EKMEKLIK BUGDAY (Tritucum aestivum L.) CESITLERINDE KURAKLIK
STRESININ FOTOSENTETIK PIGMENTLER ve ANTIOKSIDANT ENZIMLER
UZERINE ETKILERI

Canan KOC

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Yakup ULUSU
Haziran, 2018, 81 sayfa

Su, ¢ok karmasik yasam formlarindan tutun da basit ve tek hiicreli canlilara kadar
tim canli varliklar i¢in vazgegilemez ve yeri doldurulamaz bir kaynaktir. Giin
gectikce Diinya’ da yasayan insan sayisi artmakta ve buna bagli olarak da kisi basina
tilketilen su miktar1 da yiikselmektedir. Su, basta kiiresel 1sinma ve bilingsiz tiikketim
olmak tizere bircok sebeplerden dolay1 yok olma derecesine gelmis durumdadir.
Bugday diger tahil {iriinlerine gore daha genis biiylime kosullarina sahip olmakla
birlikte insan beslenmesinde de igerdigi yiiksek karbonhidrat ve protein gibi bir¢cok
vitamin ve minerallerden dolay1 vazgecilmez bir besin kaynagi durumundadir.
Kurakliktan diger canlilar gibi bugday verimi ve kalitesi de biiyiik Olciide
etkilenmektedir. Bu durumlar gbéz Oniline alindifinda tarimsal alanda kullanilan
bitkilerin kuraklik toleranslariin artirilmasi yoniinde ciddi adimlarin acilen atilmasi
gerekmektedir.

Bu calismada 5 adet tescilli ekmeklik bugday genotipi ile kontrol olarak kuraklik
toleransli ve kurakliga hassas bugday genotipleri kullanilmigtir. Bu 7 ekmeklik
bugday genotipinin kuraklik stresi boyunca stres parametrelerindeki degisim
incelenmistir. Bu baglamda kuraklik stresi uygulanan bitkilerde; polifenol oksidaz
(PPO), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), fotosentetik
pigment, total protein, hidrojen peroksit, lipid peroksidasyonu (MDA) ve prolin
seviyeleri belirlenmistir. Yapilan kuraklik stresi tez calismasinda 7 farkli bugday
genotiplerinden kurakliga karsi fizyolojik olarak en hassas olan genotipler Gerek ve
Haymana olarak belirlenmistir. Pastér ve Sultan genotiplerinde kurakliga toleransin
digerlerine oranla daha yliksek oldugu belirlenmistir. Diinyamizda kurakligin gittik¢e
artmasiyla cesitli bugday genotiplerin kuraklik stresine karsi farkli mekanizmalarla,
farkl seviyelerde cevap verdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bugday, Kuraklik Stresi, Antioksidan Enzimler, Prolin.
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Ms Thesis

THE EFFECTS OF DROUGHT STRESS ON PHOTOSYNTHETIC
PIGMENTS AND ANTIOXIDANT ENZYMES in SOME BREAD WHEAT
VARIETIES (Tritucum aestivum L.)

Canan KOC

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering

Supervisor: Dr. Yakup ULUSU

June, 2018, 81 pages

As known, water is an essential and incomparable resource for all living organisms,
from very complex to simple and single-celled life forms. Day after day the number
of people living in the world is increasing and accordingly the water consumption per
capita is also increase. Water has become extinct due to many reasons, especially
global warming and unconscious consumption.

Wheat is an indispensable food source containing many vitamins and minerals
besides high carbohydrates and proteins, which are necessary in human nutrition as
well has broader growth conditions than other grain crop. Yield and quality of wheat
like all other creatures are greatly affected by water scarcity. Given these
circumstances, significant steps must be taken urgently in order to increase the
drought tolerance of plants used in agricultural areas.

In this study, 5 registered bread wheat varieties and 1 drought tolerant and 1 drought
sensitive wheat variety were used. Polyphenol oxidase (PPO), peroxidase (POD),
ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), photosynthetic pigment, total protein,
hydrogen peroxide, lipid peroxidation and proline levels were determined for these
plants exposed to drought stress. Among the 7 different wheat genotypes, the most
physiologically sensitive genotypes against drought were determined as Gerek and
Haymana in the study of drought stress. Pastor and Sultan genotypes were found to
have higher tolerance to drought than the others. With increasing drought in our
world, it has been seen that various wheat genotypes respond differently to drought
stress with different mechanisms.

Key Words: Wheat, Drought Stress, Antioxidant Enzymes, Proline.



ON SOz

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda bazi1 ekmeklik bugday genotiplerinde kuraklik
stresinin fotosentetik pigmentler ve antioksidant enzim aktiviteleri lizerine etkileri
arastirilmaya calisilmistir.
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isteklerime ve fikirlerime biiylik bir 6nem gosteren saygi deger hocam Sayimn Dr.
Ogr. Uyesi Yakup ULUSU’ ya tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Tez ¢alismam
stirecinde laboratuvar c¢aligmalarimda hatalarimi géz ardi edip, benden tecriibelerini
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emekleri ¢ok biiyiliktiir ve bu konuda kendisine ¢ok tesekkiir ederim. Benden
anlayislarini, giiler yiizlerini esirgemeyen basta Do¢. Dr. Mevliit BAYRAKCI, Dog.
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hayatim boyunca beni kendi c¢ocugu gibi biiyiikk bir 6zveriyle destekleyen ve
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GULBASAR’a ve zorlu hayat miicadelemde fikirlerine ¢ok deger verdigim babam
Cetin GULBASAR’ a ve kardeslerim Eyiip Cem GULBASAR ve Cagdas
GULBASAR ‘a hep yanimda olduklari igin tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Giin gectikge Diinyada yasayan insan sayist artmakta ve buna bagli olarak da kisi
basma tliketilen su miktar1 da artmaktadir. Diinya niifusu 1700’lii yillarda 700
milyon dolayinda iken, su tiiketimi yaklasik 110 m?® idi ve bunun da yaklasik %
90’lik bir kismi tarimda sulama amagli kullanilmaktaydi. 1990’11 yillara gelindiginde
ise tiiketilen su miktarmin 40 kat artt1g1 belirtilmektedir (Ors ve Ekinci, 2015 ).

Gelismis ve gelismekte olan iilkeleri oldukc¢a etkileyen su stresi veya kuraklik tabii
olaylarin basinda gelmektedir. Genellikle uzun siiren yagis azligindan kaynaklanan
ve gegici olan bu meteorolojik durum kuraklik olarak tanimlanmaktadir. Bu ciddi
durum tilkelerdeki su kaynaklari, su kaynaklarinin kotii kullanimi ve yagissiz gegen
donemin uzunluguna, sikligina da bagl olarak degismektedir (Eriyagama ve ark.,
2010).

Su kithig1 veya kuraklik, insan veya ekosistemin ¢ok fazla su tiiketimi veya tabii
olarak ger¢eklesen yagis eksikliklerini kapsamaktadir. Yapilan arastirmalara gore su
kithgr 4 tipe ayrilmaktadir; meteorolojik ya da iklimsel kuraklik, sosyoekonomik
kuraklik, hidrolojik kuraklik ve son olarak da tarimsal kurakliktir (Wang ve ark.,
2014).

Diger ¢ kurakliktan farkli olarak, sosyoekonomik kuraklik, su kitliginin
sosyoekonomik sistemlerdeki etkisini arastirarak Olglilebilen fiziksel kurakliktir.
Meteorolojik su kitlig: ise iki etmene dayanarak gelismektedir. Birinci faktor, dogal
olarak beklenen yagis miktarlarindaki degismedir ve bir bdlgenin normal siireden
daha fazla yagis alamamasidir. Bu normal siiregten daha az olan yagis, nehir ve
yeralti sularinda ciddi azalmalara neden olarak dolayisiyla da toprak neminde
azalmaya sebep olur. Meteorolojik kuralik ile iligkili 6teki etmenler arasinda, yliksek
sicakliklar, artan riizgar hizi, diisiik nem sayilabilir. Bu meteorolojik kurakligin
normalden daha uzun siire uzamasi tarimi yalnizca toprak nemi kaybi agisindan

etkilemektedir. Yani havadaki nem ve topraktaki yagis miktar1 azalsa da yerdeki



suyun hemen kaybolmadigi belirtilmistir. Bu sebeplerden 6tiirii de uzun bir
meteorolojik su kithgnin ardindan tarimsal kuraklik ortaya c¢ikmaktadir ve bu
tarimsal su kitlig1 tarimsal verimi ciddi bir sekilde olumsuz olarak etkilemektedir.
Hidrolojik kuraklik barajlar, yeralti suyu kaynaklari, goller ve nehirlerde ki bir

azalma olarak tanimlanmaktadir (Kurnaz, 2014).

Tarimsal kuraklik ise, meteorolojik kurakligin farkli 6zellikleri ile etkilesimlidir.
Ayrica su kaynaklarimin kisitlandirilmasi esnasinda ortaya ¢ikan su ihtiyact olarak
tanimlanmaktadir. Tarimsal kuraklik doneminde yagis miktarindan daha ¢ok, yagis
stiresinin diismesi onemlidir. Yani yagis bitki gelisiminin dogru asamasinda meydana
gelirse bitki i¢in faydali olacaktir. Bu durumda yagis miktarinin miktar1 fazla olmasa
bile yagis zamani bitki gelisimine uygunsa bitki su depoladig i¢in tarimsal kuraklik

meydana gelmeyebilir (Sade ve ark., 2011).

Bu cesitli kuraklik tiirleri kendilerine 6zgii zaman 6zelliklerine sahiptirler. Hidrolojik
su kithgr ve tarimsal su kithigmin, meteorolojik su kitligina sebep oldugu
belirtilmistir. Bu farkli kurakliklarin olusumunda ¢ok sayida iklim olaylar1 ve kara
atmosferinde meydana gelen olaylarin rolii biiyiiktiir. Diinya icin bu kadar énemli
olaylara neden olan kuraklikla miicadele edebilmek ve olumsuz etkilerini en aza
indirgemek i¢in Oncelikle kuraklia sebep olan insan faaliyetlerini belirlemeli, ayrica
cesitli kuraklik tiirlerinin nasil meydana geldigini ve bu kuraklik tiirlerinin
birbirlerini nasil etkiledigi belirlenmelidir. Yapilan ¢aligmalara gére meteorolojik
kuraklik ve hidrolojik kuraklik arasinda dnemli bir iliski oldugu tespit edilmistir. Su
kithgmin olusumunda ve yayiliminda da bir¢ok miisterek 6zelligi oldugu da
belirlenmistir. Kurakligin olusumunda, ylizey sulart ile yeralti sulari arasindaki
iliskilerin, su kitlig1 sirasinda bitkilerin buharlagsma 6zelliklerinin ve insani etkilerin
de oldugu anlasilmistir. Kurakligin olusumunda insani miidahalelerin de rolii oldukca
biiyiiktiir. Insanlarin farkli sebepler ile su akis yonlerini degistirmeleri ve mevcut
bulunan su kaynaklarini farkli mekanlarda kullanimi ve uyarlamalar1 bunlar arasinda
gosterilebilir. Ayrica sulama islemleri, baraj ve depolama gibi miidahaleler de
kurakligin yayiliminda oldukga etkilidir. Bu olaylar g6z oniine alindiginda su azlig

veya su kithgr ile ilgili acil 6nlemlerin alinmasi1 gereklidir. Bunlar arasinda su
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gereklerinin ve isteklerinin iirlin yonetimi ile yonetilmesi, kitlik donemlerinde suyun
iletilmesinde gerekli onlemleri almak ve su kaynaklarinin iyilestirilmesi yer
almaktadir. Diinya ve yasam i¢in bu kadar etkili olan kurakligin belirlenmesinde ve
izlenmesinde Standartlastirilmis Yagis Endeksi (SPI), Kiiresel Kuraklik Siddet
Indeksi (DSI) ve Cok Degiskenli Standartlastirilmis Kuraklik Indeksi (MSDI) gibi
uydu gozlemlerine dayanan veriler ve endeksler kullanilarak belirlenir. Kurakligin
belirlenmesinde kuraklik izleme yontemlerine ek olarak birden fazla iklim olaylari,
bitki ortiisii, toprak parametreleri ve ayrica sosyoekonomik veriler de goz Oniine

alinarak tiim bunlarin bilesimi ile yapilmalidir (Wang ve ark., 2014).

Yapilan birgok arastirmaya gore gelecek yiizyil igeresinde diinya ikliminde 1.5 ile
5.0 °C arasinda bir artig olacagi belirtilmistir (Darwin ve ark., 1995). Kiiresel iklim
degisikliklerinin, sicakliklarda ve atmosferdeki CO. miktarinda onemli artiglara
neden oldugu belirtilmektedir (Bhargava ve Sawant, 2013). Yeryiiziinde ki bu
sicaklik artislar1 yagislar: etkilemekte dolayisiyla da diinya i¢in hem ekonomik hem
de ekolojik olumsuz sonuglara neden olmaktadir. Yeryliziinde ki bu iklim
degisiklerinin tarimsal olarak sonuglari ikiye ayrilmaktadir. Ik iklim degisikligi
sonucu olarak, iiriin ve hayvancilik kapasitesini etkileyebilmesidir. Ikincisi ise
tarimin bolgesel dagilimini ve yogunlugunu etkilemesi ve buna bagli olarak da
ekonomik tepkilere yol agmasidir. Bu nedenlerden dolayr da tarimin bazi yerlerde
uzun siireli olarak rekabet giliciiniin risk altinda olabilecegini, ayrica tarim
verimliliginin risk altinda kalabilecegini gostermektedir. Ayrica tarim igin gerekli
olan toprak ve su kaynaklar i¢in tarim topluluklarinin gittik¢ce daha siddetli sorunlar
yasayabilecegi anlamina gelmektedir. Diinyadaki bu iklim degisikliginin olas1
sonuglari belirlemek amaciyla bircok c¢alisma ve arastirma yapilmistir. Bu
calismalar arasinda 1978°de Ulusal Savunma Universitesi (NDU)’nin yaptigi

aragtirmalar ilk ve 6nemli ¢alismalar olarak gosterilmektedir (Darwin ve ark., 1995).

Bitki verimini ve bitki dagilimimi etkileyen en 6nemli iki unsur kuraklik ve tuz
stresidir. Tarimda kullanilan 5,5 milyar hektarlik kurak alanin 3,6 milyarlik kismi
erozyon, toprak pargalanmasi ve tuzluluk stresi etkisi altindadir (Koyro ve ark.,

2012).Bu iki stres, kuraklik ve tuzluluk, ekilebilen arazilerin yiizde 10’undan
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fazlasini etkisi altina almaktadir. Diinya ¢apinda ¢6llesme, yani su stresi ve tuzluluk
¢ogu bitkinin verimliligini yaklasik yiizde 50’den fazla etkilemektedir (Bartels ve
Sunkar, 2005).

Diinyada tarimda kullanilabilen alanlar farkli stres faktorlerinden etkilenmektedir. Bu
stres faktorleri incelendiginde kuraklik % 26 oranla en yiiksek paya sahip olup, bunu
% 20 oranla mineral madde stresi, % 15 oranla soguk ve don stresi izlemektedir.
Bunlarin disinda kalan % 29°luk alan ise diger stres faktorlerinden etkilenmektedir.
Toplam kullanilabilen alanlarin sadece % 10’luk kisminin herhangi bir stres

faktoriiniin etkisi altinda olmadig belirtilmektedir (Ors ve Ekinci, 2015).

Insan beslenmesi icin olmazsa olmaz iiriinlerden olan bugday diinya niifusunun
yizde 35’ ten fazlasinin beslenmesinde major rol oynamaktadir. Kuraklik stresi
tahillar icinde Onemli bir sorun haline gelmektedir. Su stresi tahil iiretimini ve
kalitesini 6nemli derecede etkilemekte ve diinyada gittikge artan bir sorun haline
gelmektedir. Kiiresel iklim degisiklikleri de bu durumun daha da kotiilesmesine
sebep olmaktadir (HongBo ve ark., 2005).

Bu durumlar g6z 6niine alindiginda gelisimlerinde fazla miktarda suya ihtiyag duyan
bitkiler i¢in ciddi anlamda sorunlar olusacaktir. Bu nedenle de tarimsal alanda
kullanilan bitkilerin kuraklik toleranslarinin artirilmasi yolunda ciddi adimlarin acil

olarak atilmasi gerekmektedir.

Bu calismada 5 farkli ekmeklik bugday genotipleri ve bunlara ek olarak bir kuraklik
toleransli, bir de kurakliga karsi hassas olan genotip kullanilmistir. Bu 7 farkli
bugday genotiplerinin hangisinde antioksidan savunma sisteminin kuraklik stresine
kars1 en iyi toleransi olusturuldugu belirlenmeye calisilmistir. Calismada kuraklik
stresi uygulanan bitkilerde; polifenol oksidaz (PPO), peroksidaz (POD), askorbat
peroksidaz (APX), katalaz (CAT), fotosentetik pigment, total protein, hidrojen
peroksit, lipid peroksidasyonu (MDA) ve prolin seviyeleri belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Yapilan ¢aligmalara gore sanayilesmis tlilkelerin ¢ogunda bdyle iilkelerin gida sorunu
yasamadig1 belirtilmistir. Bu iilkelerde niifus artis1 ile birlikte gida iiretimi de bu
duruma ayak uydurmustur. Ancak diinyanin geri kalan kisminda bu durumun bdyle
olmadig1 anlasilmistir. Diger iilkelerde belirli araliklarla yasanan gida problemleri
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda yaklasik 800 milyon insanin aglikla miicadele
ettigi ve kronik olarak yetersiz beslendigi belirtilmistir. Bu durumdan en ¢ok
etkilenenler arasinda kadinlar ve ¢cocuklar bulunmaktadir. 180 milyondan fazla ¢ocuk
yaslarina gore ¢ok diisiik kilodadir. Her sene 5 yastan kiiciik 17 milyon ¢ocugun
oldiigii belirtilmistir ve yetersiz beslenme durumunun bu 17 milyon ¢ocuk 6liim
sayisinin licte birine sebep oldugu anlasilmistir. Beslenme de protein eksikligi,
vitaminler, mineraller ve diger mikro besin maddelerinin eksikligi oldukc¢a fazladir.

Yine yapilan ¢alismalarda belirtildigi gibi, yaklasik 100 milyon ¢ocugun vitamin A
eksikliginden etkilendigi aciklanmistir. Eger yeni dnlemler alinmazsa gida sorunu
yasayanlarin sayist gittikge artacaktir. 2020 yilina kadar, ilaveten bir buguk milyar
insanin beslenme gereksinimi duyacagi tahmin edilmektedir. Fakat yine yapilan
arastirmalara gore {irlin iretimi ve verimi konusunda umutlarin oldugu da
belirtilmistir. Ornegin Punjab’ta bugday veriminin basarili bir sekilde arttig
belirtilmis ancak bu basariy1 tehdit eden ¢ok énemli bir sorunla karsilagsmaktadirlar.

En biiyiik korku kurakligin gittikge artmasidir (Conway, 2000).

Diinyada ve Tiirkiye’de her gecen yil niifus ve hayvan sayist hizla artmaktadir. Bu
nedenle de besin maddelerine olan gereksinimi karsilama sorunlari dogmaktadir.
Ortaya ¢ikan bu sorunlar da ginlimiizde tahil {iretimine biiyilk Onem
kazandirmaktadir. Insanlarm biiyiik bir cogunlugu beslenme gereksinimini tahillarla
karsilamaktadir. Diinyada tahil ekilis alamiyla bugday ve celtikten sonra iigiinci

sirada yer almaktadir (Gengoglan ve Yazar, 1999).

Tahil dirtinleri binlerce yildir insan beslenmesinde ve insan uygarliginin

sekillenmesinde c¢ok Onemli rollere sahiptir. Diinyada insanlarin giinliik kalori



alimlarinda yilizde 50’ den fazlasi tahillar tarafindan karsilanmaktadir. Yapilan
arastirmalara gore yaklasik on bin yil oOnce Yangtze Vadisi’ nde piring
evcillestirilmelerine ayrica Orta Amerika’ da misir ve Verimli Hilal olarak
adlandirilan bolgelerde de bugday evcillestirilmelerine rastlanmaktadir. Gelismekte
olan iilkeler gelismis lilkelere gore beslenme agisindan tahil {iriinlerine daha fazla
bagimhidirlar. Verilere gore, gelismekte olan iilkelerde kalori ihtiyaglariin yiizde 60
lik gibi bir kisminin tahillardan karsilanmakta oldugu, ayrica en yoksul iilkelerde ise
bu degerlerin yiizde 80 gibi rakamlar1 buldugu goriilmektedir. Gelismis tilkelerde ise
bu durum yiizde 30 civarlarindadir (Awika, 2011).

Bugday yaklagik 220 milyon hektar ekim alani ile birgok kitada yetistirilmekte ve ilk
kiiltiire alinan gida iriinlerinden biri durumundadir. Avrupa, Bati Asya ve Kuzey
Afrika’da bir¢cok medeniyetin temel besin kaynagmi olusturmaktadir. Bugdayin
diger tahil bitkilerinden daha fazla ¢esidi bulunmakta ve giinlimiizde ticari olarak

kullanilan yaklasik 5000 ekmeklik bugday ¢esidi bulunmaktadir (Yigit, 2015).

Bugdayin diger tahil {irtinlerine gére daha genis biiyiime kosullarina sahip olmas1 ve
bu kosullara uyarlanabilir olmasi dolayisiyla daha fazla ekiminin yapilmasina ve
yiiksek iiriin verimi alinmasini saglamaktadir. Nitekim 2009-2010 verileri 226
milyon hektar alan ve 650 milyon metrik ton ile bu kanitlanmaktadir. Cin bugday
tiretiminde diinyanin en biiytik tireticileri arasinda yer almaktadir. 2010 y1l1 verilerine
gore Cin ve Hindistan diinya yillik bugday iiretiminin yaklasik yiizde 30’ nu
karsilamaktadir. 2010 yilinda bugdayin kiiresel kisi basina ortalama tiiketimi 66
kilogram civarindadir (Awika, 2011).

Bugdayin, diinya popiilasyonunun {i¢te birinden fazlasi i¢in en énemli gida maddesi
oldugu belirtilmistir. Beslenme agisindan diger tahil iiriinlerine kiyasla daha c¢ok
miktarda kalori ve protein igermektedir. Ayrica bugday B grubu vitaminleri,
mineraller ve diyet lifi olarak da iyi bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Bugday
unundan ekmek, biskiivi, sekerleme iiriinleri, eriste gibi bir¢ok gida maddesi de
yapilmaktadir. Bazi sindirim bozukluklarinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in bugday

tohumu ve bugday kepeginin kullanildig1 yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Yine
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yapilan aragtirmalarda hem kalp hastaliklarin1 hem de kanseri 6nlemede etkili oldugu
belirtilmistir. Ayrica insanin metabolik sendrom ile yasadig1 diizensiz insiilin islevini
azaltarak tam tahil seker rahatsizligini da engelledigi belirtilmistir. Yapilan
calismalarda kepekli tahillarin igerdigi bazi lif ve nisastalarin bagirsak kolonlarinda
fermantasyon gerceklestirdigi ve safra asitlerinin kanseri tetikleyen etkilerini
engelleyen maddeler olusturdugu da aciklanmustir. Insanlardaki hormon seviyelerini
diizenleyen tahil igerisindeki maddeler, hormonal diizensizliklerine bagli olarak
olusan meme kanserinin olusma riskini azalttigi agiktir. Az gelismis lilkeler i¢in
bugdayin 6nemi daha da fazladir. Bugday yaklasik % 78 karbonhidrat, % 14 protein,
% 2 yag ve vitaminler, ayrica ¢inko ve demir gibi insan beslenmesi i¢in onemli
mineraller de icermektedir. Ayrica kolesterol igermeyen bugday, nisasta ve gluten, 1s1

ve enerji de saglamaktadir (Kumar ve ark., 2011).

Bagta bugday olmak iizere piring, misirin da dahil oldugu tahil gruplari biitiin
insanlar i¢in 6nemli gida bitkileri olmaktadir. Bu tahil gruplari gectigimiz on bin
yilda evcillestirilmistir. Yapilan arastirmalara gore, tahil evcillestirilmelerinin on bin
ile on iki bin y1l Oncesine kadar dayandigimi gostermistir. Bu evcillestirme Verimli
Hilal ad1 verilen Yakin Dogu, Orta Amerika ve Giiney Cin’i kapsamaktadir. Yapilan
evcillestirmeler sonucu bugday, insan tiiketimi i¢in diinyanin en G6nemli besin
kaynagi haline gelmistir ve diinya niifusunun yiizde 35’inden fazlasi i¢in kirktan
fazla iilkede iiretildigi anlasilmistir. ABD’de senede 55 ila 60 milyon ton bugday
tiretimi yapildig1 aciklanmakta ve bu rakamlarla ABD neredeyse diinya ihracatinin
yiizde 40°n1 karsilamaktadir. Yapilan ¢aligsmalardaki rakamlara gore diinyanin baslica
bugday iireten yerleri arasinda iliman ve giiney Rusya, ABD’nin orta ovalari,
Akdeniz Havzasi, Hindistan, Avustralya, Kuzey Cin ve Arjantin yer almaktadir
(Gustafson ve ark., 2009).

Bugdayin bu kadar 6nemli olmasinin nedenleri arasinda; iyi bir besin hammaddesi
olusu, adaptasyon sinirinin genisligi, liretim, tasima, depolama ve isleme kolaylig
gibidir. Bu nedenlerden dolay1 diinya niifusunun yaklasik % 35’ inin temel besin
kaynagi durumundadir. Bugday tanesi yaklasik % 65-75 nisasta, % 8-15 protein,
% 1-5 yag, % 1,5-3 seker, % 1-2 kiil, % 11-13 su icermektedir. Bugday tanesinde
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karbonhidrat, yag ve proteinin yaninda, insan ve hayvan beslenmesinde Onemli

derecede rol oynayan vitaminleri de icermektedir (Ozdemir, 2012).

Bitkiler sesil yani bir yere sabit sekilde tutunmus yasamlari geregi hayat dongiileri
boyunca biiyiime ve gelismelerini olumsuz yonde etkileyecek bir¢ok stres faktorii ile
karsilagirlar (Oztiirk ve Akten, 1996). Stres, canli organizmalar i¢in uygun olmayan
cevresel faktorler ve kosullar olarak tanimlanmaktadir. Canlinin bu negatif ¢evre
kosullarina kars1 yasama yetenegi ise stres direnci olarak adlandirilir. Canlilarda stres
faktorleri gerginligin artmasina sebep olmaktadir. Bu gerilme faktorii ise elastik
gerilim de denilen ve olumsuz kosullarin giderilmesiyle geri dontisiimlii olan fiziki
ve kimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Elastik gerilim tarim i¢in ¢ok fazla
onemli degildir. Tarim i¢in olduk¢a 6nemli olan, plastik gerilim ise stresin uzun ve
devam etmesi halinde meydana gelen ve geri doniisii olmayan bir gerginlik
olusturmaktadir. Stres, canlilarda 6nemli fizyolojik ve metabolik degisikliklere neden
olarak biiylimeyi ve gelismeyi negatif olarak etkiler. Stres, bitki ve bitki doku ve
organlarmin Olmesine ayrica iriin veriminin ve kalitesinin diigmesine neden
olmaktadir. Stres etmenleri ile olusan verimlilik kaybi yiizde 65 ve yilizde 82 gibi ¢ok
ciddi rakamlara ulasmaktadir (Sade ve ark., 2011).

Stresler arasi etkilesimler {izerine yapilan ilk arastirmalar bitki stres fizyolojisinin
onciisii olan Jacob Levitt tarafindan yapilmistir. Yapilan ¢alismalara gore, normal
sartlarda yani dogal kosullar1 igerisinde bitkiler en az iki ¢esit stres faktoriiniin etkisi
altindadir. Birbiriyle etkilesen bu stresler ¢apraz sinerjizm olarak adlandirilir. Dogal
sartlarda bitkilerde bir stresin etkisi bagka bir istenmeyen sorunlara neden olabilir.
Ornegin; bitkilerde plastid pigmentlerin fotohibisyonu ile fotosentetik hizinda
azalmaya neden olan asir1 giines 1sinlarina genellikle kuraklik ve yiiksek sicaklik
stresi de etki edebilir. Ayrica fazla giines 1sinlarimin negatif etkilerine ek olarak
azotoksit, azotdioksit ile diisiik molekiil agirlikli toksik atiklarin ortamda bulunmasi
da eklenebilir. Bu bilesikler fotokimyasal reaksiyon ge¢irerek bitkiler i¢in ¢ok zararli
olan ozon ve peroksiasitrat gibi oksidatif ajanlara doniisebilmektedirler. Birkag stres
faktorlinlin ayn1 andaki etkileri yani ¢apraz sinerjizm bitkilerdeki hasarin daha da

artmasina neden olmaktadir (Alexieva ve ark., 2003).
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Bu stres faktorleri abiyotik ve biyotik olarak siniflandirilmaktadir (Biiyiik ve ark.,
2012). Biyotik stres faktorleri; patojen, diger organizmalarla rekabet iken, abiyotik
stres faktorleri; kuraklik, tuzluluk, radyasyon, Yyiiksek sicaklik veya don vb.” dir
(Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Bu stres faktorlerinden kuraklik ve tuzluluk gibi
abiyotik etmenler bitki gelisim ve iiriin verimliligi icin en Onemli kisitlayicilar
arasindadir (Boyer, 1982). Kuraklik stresi diinyadaki topraklarin 1/3' tinden fazlasini
etkilemektedir (Oztiirk ve Akten, 1996). Kuraklik stresi, yalnizca su eksikligini degil
ayn1 zamanda tuz ve oksidatif stresi ve bunlara ek olarak besin sinirlandirilmasini da

kapsayan karmasik bir stres tiirtidiir (Luna ve ark., 2005).

Biitiin canlilar da oldugu gibi bitki biiyiime ve gelisiminin de neredeyse her donemi
su noksanligindan etkilenmektedir. Bu bakimdan, suyun bitki hayatindaki énemini
asagidaki gibi 6zetlenmek miimkiindiir (Oztiirk ve Akten, 1996).

a. Hiicre ve organlarin turgorunu ve stomalarin agilip-kapanmasini saglar.

b. Hiicreyi ani sicaklik degisimlerine kars1 korur.

c. Fotosentez i¢in H+ kaynag: olup, katalizator gorevi yapar.

d. Topraktan alinan erimis bitki besin maddelerini kullanim yerlerine, sentez
maddelerini de eriterek depo yerlerine tasir.

e. Hiicre i¢inde mineraller ve diger iyonlarin eriticisidir.

f. Enzim hidralasyonu ve dolayisi ile hiicre organlarindaki metabolizma aktivitesi

suyun varligina baghdir.

Kuraklik, genel anlamda topragin su igerigi ile bitki gelisiminde gozle goriliir
derecede azalmaya neden olacak kadar gecen yagissiz donemdir. Genel olarak
kuraklik, su noksanlig1 ve kuruma olarak iki tipe ayrilabilir (Kalefetoglu ve Ekmekei,
2005). Buna gore:

Su noksanligi; orta diizeydeki su kaybidir ve stomalarda kapanmaya ve gaz
degisiminde kisitlamaya neden olmaktadir. Stomalarin kapanmasina baglh olarak da

karbondioksit alimi kisitlanmaktadir.

Kuruma; asir1 miktarda ki su kaybina denir. Metabolizma ve hiicre yapisinin

tamamen bozulmasina neden olur. Bu asir1 su kaybi, enzimle Kkatalizlenen
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reaksiyonlarin durmasina bile neden olabilmektedir. Genel bir kural olarak, kurakliga
duyarli vaskiiler bitkilerin ¢ogunda vejetatif doku, %30’un altindaki su igeriginde

tyilesme siirecine giremez (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Genel olarak kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin bu strese karsi ilk yaniti
bliylimesini durdurmak olmustur. Bitkiler siirgiin biiylimelerini durdurarak,
metabolik gereksinimlerini en aza indirgemekte ve ozmotik diizenlemeye yardimci
olacak koruyucu bilesiklerin sentezlenmesi i¢in metabolitlerin harekete gecirilmesini
saglamaktadir. Kok biiylimesinin durdurulmasiyla birlikte kok meristemleri aktif hale
gelmektedir. Bu durumda da stres etkeni biraz hafifletildiginde daha hizli kok
biiyiimesi olmaktadir. Stres durumunda bitkilerde stomalar da kapanmakta ve
koklerden yapraklara diisiik su iletkenligi olmakta sonrasinda da hiicrelere su
ulagilabilirligi diismektedir. Bu su iletkenligindeki azalma filizlerde besin isteklerini
disiirmektedir. Ancak bu durumun sonucunda da ksilemin embolisi Onlenmis
olmakta, strese karsi bir yanit olusturulmaktadir. Normal sartlarda bitki biiyiimesi
icin kullanilan karbonhidratlar stres durumunda koklerin segici biiylimesini ve
ozmotik ayarlama icin gerekli olan ¢ozeltilerin hazirlanilmasinda kullanilmaktadir

(Bhargava ve Sawant, 2013).

Bitki boyu, genetik bir 6zellik olmasina ragmen ¢evresel faktorler tarafindan kontrol
edilmektedir. Bitki kurak kosullarla karsilastiginda boyu azaltmaktadir. Bugdayda
son sulamanin % 50’sinin tozlanma doneminde yapilmas: halinde kurakligin bitki
boyu iizerine pek de etkisinin olmadig1 gbézlenmistir. Yar1 kurak Akdeniz ikliminde
yetisen Arpa, ozellikle tane dolum donemine rastlayan ge¢ donem kurakliklardan
oldukga etkilenen onemli bir tahildir. Kuraklik siddetinin artmasiyla birlikte, bitkide
fotosentez orani, su igerigi, bitki boyu, tane dolum siireci, basak sayisi, basakta tane
sayist ve 1000 tane agirliginda ciddi azalmalarin oldugu belirtilmistir. Kurak kosullar
bugdayda ise, tane dolum siirecini ve yasam dongisiinii kisaltmaktadir. Bu azalan
tane dolum oraninin nedeninin de fotosentez hizinin azalmasi ve yaprak yasliliginin
artmasidir.  Yaprak yashligimmin ilk belirtisi ise klorofil pargalanmasi ve
fotosentezdeki azalmadir. Kuraklik yasayan bugdayda absisik asit (ABA) biyosentezi

gerceklesmekte ve bunun sonucunda da polen sterilitesi meydana gelmektedir (Yavas
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ve ark., 2016). Su stresi biitiin biiylime asamalarinda bugday verimini engellese de,
ozellikle de ¢igeklenme ve tahil doldurma donemlerinde (terminal kuraklik) durum
daha da ciddi bir hale gelmektedir ve biiyiikk verim kayiplart olusmaktadir. Bu tiriin
kayiplarinin nedenleri arasinda, metabolik sinirlamalar, kloroplastlardaki oksidatif
hasar ve stomalardaki kapanma sebebiyle net fotosentez oranlarinin azalmasi yer
almaktadir. Diinya i¢in ¢ok 6nemli olan bugdayin kurakliga direncinin gelistirilmesi

icin terminal kurakligin etkilerinin iyi anlasilmasi gerekmektedir (Farooq ve ark.,
2014).

Kuraklik stresi yasayan bugday kurakligin siiresine ve siddetine gore farkli fenolojik
donemlerde degisik reaksiyonlar gosterebilmektedir. Bunlarin sonucunda da bitki
gelisiminde ve verimliliginde goriilen olumsuz etkilerin de degistigi belirtilmistir.
Ormegin; sapa kalkma déneminde kuraklik stresi yasayan bitkide basak¢ik sayisinin
ve basaktaki tane sayisinda azalmalar oldugu belirtilmektedir. Cigeklenme ve tane
doldurma doneminde ise, kurakhigin fertil basakgik sayisinda azalmalara neden
oldugu ayrica taneye kuru madde tasiniminda da diisiislere sebep oldugu ileri

stiriilmektedir (Aykut-Tonk ve ark., 2011).

Tozlanma sonrast kuraklik yasayan bugdayda tane sayisi {izerine herhangi bir
etkisinin olmadig: belirtilmektedir. Tane dolum orani iizerine etkisi de azdir. Ancak
tane dolum siiresi kisalmaktadir ve tane agirliginda ciddi azalmalara yol agtigi
belirtilmektedir. Ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz (Rubisco) bugdayda
kurakliktan ilk olarak etkilenmektedir. Tozlanma donemi kuraklik yasayan bitkinin
bayrak yapraginda Rubisco aktivitesi azalmaktadir. Ayrica potansiyel olarak
¢oziinebilir protein ve klorofil igeriginin de azaltildig:r belirtilmektedir. Klorofil
igeriginin bugdayda, ¢eltikte ve nohutta kuraklik stresi ile birlikte azalma gosterdigi
belirtilmistir. Ancak bazi arastiricilar misir ve bugdayda kuraklik stresi karsisinda
klorofil igeriginin stresin siddetiyle ilgili olarak arttigini belirtmislerdir. Bitkiler stres
kosullarinda su kaybini en aza indirmek i¢in transpirasyonu azaltmakta ve bunun i¢in
de yaprak yiizey alanim1 daraltmaktadirlar. Iste bunlardan dolay:r yapraklardaki
toplam klorofil miktarinin ve yaprak alani bagsina klorofil igeriginin arttig

diistiniilmektedir. Ge¢ donemde kuraklik yasayan bugdayda ise bin tane agirliginda
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(BTA) ciddi sekilde azalma oldugu belirtilmektedir. Soyada yapilan arastirmalara
gore; kurakligin bakla dolum doneminde meydana gelmesi soyadaki nisbi nem ve
klorofil igeriginin ciddi oranlarda azaldigin1 géstermektedir. Tritikale aestivum de ise
kuraklik stresi Klorofil a, klorofil b, karotenoid igerigi, nisbi nem igerigi, bayrak
yaprak alani ve tane veriminin ciddi oranlarda azaldig: belirtilmistir. Ayrica prolin

oraninin kuraklikla ilgili olarak arttig1 belirtilmektedir (Yavas ve ark., 2016).

Yapilan calismalar sulama miktarinin azaltilmasi ile bugdayda tane protein
konsantrasyonunun arttigini, ¢ekirdek agirliginin azaldigin1 ve buna bagl olarak da
Oglitme veriminin azaldigmmi gostermistir. Su kithiginin bugdayda proteini, kiilii
gluteni arttirdigi belirtilmis ancak nem oraninda ve yag miktarinda ise ciddi

disiislere sebep olmustur (Noorka ve ark., 2009).

Son yillarda yapilan bitki ve stres arastirmalarinda amfifilik bir bilesik olan
melatonin 6nemli bir ¢alisma konusu haline gelmistir. Amfifilik 6zelliginden dolay1
hiicre zarlarindan kolayca gecebilmekte ve alt hiicrelere rahatlikla girebilmektedir.
Melatonin denilen bilesik, baz1 balik tiirlerinde, siirlingenlerde ve amfibiyenlerde
bulunmaktadir ve bu canlilarin cildini hafifletme yetenegine sahiptir. Bitkilerde
yapilan ¢alismalara gore, melatoninin kok salici ajan olarak ve de biiylime promotorii
olarak islev gordiigli belirtilmistir. Bu gorevlerine ek olarak bitkinin stresle basa
c¢itkmada Onemli bir gorevi oldugu da anlasilmistir. Yapilan arastirmalara gore,
melatonin igerigi bakimindan zengin olan bitkilerin strese daha toleransli olduklari
belirtilmistir. Isik, sicaklik gibi farkli ¢evresel stres kosullarinda bitkide melatonin
diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Stres ¢alismalarina gore, giines 1s181nda yetistirilen
bitkilerin yapay 151k altinda yetistirilen bitkilere gore koklerinde 3 kat daha fazla
melatonin icerdigi belirlenmistir. Bu da giines 151gindaki radyasyonun bitkideki
melatonin seviyesini arttirdigini gostermektedir. Yine yapilan ¢aligmalara gore, farkli
ozon stres hassasiyeti gosteren bitkilerin farkli melatonin igerigine sahip oldugu
bildirilmistir. Bu sonuglara gore arastirmacilar stres altindaki bitkilerin melatonin
konsantrasyonlarindaki artisi stres kosullarini tolere etmeye yonelik bir reaksiyon
gecirdiklerini, boylelikle melatonin seviyelerinin arttigini agiklamislardir. Dogal

yasam alanlarinda yiikksek UV’ ye maruz kalan Akdeniz bitkilerinde yapilan
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calismalar yiiksek miktarda melatonin igerigine sahip oldugunu gostermekte ve
bundan dolay1 da arastirmacilar melatonin igeriginin fotosentez olaylarini korumayla
ilgili bir adaptasyon oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yapilan farkli stres
calismalarina gore yesil mikro alglerdeki sicaklik ve agir metal bir bilesik olan
kadmiyumun artisinin  canlidaki melatonin diizeylerini bu oranda arttirdig1
belirtilmistir. Yiiksek melatoninin igeriginin bitkilerde filizlenme sirasinda
tohumlarda koruyucu etkisi bulunmaktadir. Tuz ve kuraklik stresi altinda bitkilerde
fotosentetik olaylarda ve klorofil igeriginde belirgin bir diisiis olmakta ve bunlara
bagl olarak da bitki biliyiimesi yavaslamakta hatta durma derecesine gelmektedir.
Streslerin bu yikict etkilerini azaltmak igin bitkilere melatonin ile 6n muamele

yapilmaktadir (Zhang ve ark., 2015).

Bazi stres calismalarina gore, bitkilerin stres etkenine maruz kalacagi donemden
daha erken bir siirede kalmasi bazi bitkilerin bu stres faktorleri i¢in daha direngli
olacaklar1 belirtilmistir. Iste bitkilerin biyotik veya abiyotik stres etkenlerine dnceden
maruz birakilmas: olaymna astarlanma denilmektedir ve bu astarlanma olaymin
genellikle bitkilerde kisa siirelide olsa bir stres hafizas1 olusturdugu bunun
neticesinde de bitkilerin stres faktorleri karsisinda daha direngli olduklari

belirtilmektedir (Wang ve ark., 2014).

Kuraklik ve tuz stresi bitkiler icin olduk¢a onemli etkilere sahiptir. Bu iki stres tiirii
ozellikle de yiiksek 151k yogunlugu altinda fotosentezin normal siirecini bozmakta
bunun sonucunda da fotorespirasyon artmakta ve hiicrelerin homeostazisi

degismektedir (Miller ve ark., 2010).

Genel olarak 6zetlenecek olursa, kuraklik stresi ile birlikte bitkilerde, canlilar i¢in
oldukca zararli oldugu bilinen reaktif oksijen tiirlerinin artisina neden olmaktadir.
Zararli bilesikler olan ROS (reaktif oksijen tiirleri)’larin etki alanlar1 bitkiler i¢in
hayati 6neme sahip fotosentez olayinda gerekli olan klorofiller ayrica mitokondri ve
peroksizom gibi organellerdir. Bitkilerde stresle birlikte artan reaktif oksijen tiirleri
enzimlerin inhibisyonuna, protein bozunmasina, DNA ve RNA hasarina neden

olmakta ve bunlarin sonucunda da bitki 6liimiine yol agmaktadir. Bitkilerin biiylimesi
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ve yasami i¢in gerekli olan fotosentez ve solunum siireglerini ROS’ lar 6nemli
derecede etkileyerek bitki biiylimesini durdurmaktadir. Bitkiler su stresi sirasinda
daha fazla su kaybetmemek ic¢in stomalarmi kapatmaktadirlar. Su stresi sirasinda
bitkilerde azalan fotosentez hiziyla birlikte 151k uyarimi fazla oldugunda PSII’ nin
asir1 uyarimina ve sonug olarak da foto-oksidatif hasarin meydana gelmesine neden
olmaktadir. Bu siiregler de zararli olan reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin daha da
artmasma neden olur. Kuraklik stresi genellikle, PSI ve PSII’ nin reaksiyon

merkezlerinin oksijene doniisen kompleksine zarar vermektedir (Huseynova, 2012).

Bitkilerin kuraklik stresinden etkilenmeleri bakimindan bitki tlirleri ve ¢esitleri
arasinda farkliliklar vardir. Hatta ayni bitkinin organlar1 arasinda bile fizyolojik ve
metabolik degisimler a¢isindan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkli derecede
kurakliktan etkilenme siddetleri genotipe bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yani o
genotipin stres altindayken gelistirdigi fizyolojik ve biyokimyasal tepkilere baglidir
(Ors ve Ekinci, 2015).

Bitkiler maruz kaldiklar1 kuraklik stresine, biyokimyasal metabolizma, ekosistem
seviyeleri ve kendilerine 0zgli bitki fizyolojik mekanizmalar1 ile direng
gosterebilirler. Bu tepkileri alti gruba ayirmak miimkiindiir. ilki; bitki kuraklik
stresine girmeden Once yasam donglisiinii tamamlayarak kuraklik stresinden
kacgabilmektedir. Ikincisi; su alma kapasitesini arttirarak su stresine kars1 direng
olusturmasidir. Bitkiler bunu kok sistemlerini gelistirmek veya stomalarini ve yaprak
alanlarimi azaltarak yapabilmektedirler. Ugiincii su stresine tolerans ise, ozmotik
ayarlama yeteneklerini gelistirmek ve hiicre ¢eperi elastikiyetini arttirarak doku
siskinliklerini korumaya caligmaktir. Dordiincii olay da bitkiler mesela yash
yapraklarmi kuraklik stresine maruz birakarak kuraklik stresinden en az derecede
etkilenmeye calismaktadirlar. Bes; hayatlarinin  metabolik  diizenlemelerini
degistirerek yani antioksidan metabolizmalarmi arttirarak hayatta kalmaya
caligmaktadirlar. En son olarak da genetik mutasyon ve modifikasyon yoluyla bu

kuraklik streslerine ayak uydurmaya calismaktadirlar (Xu ve ark., 2010).
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Insanlarin beslenmesinde ¢ok onemli yerlere sahip olan bitkilerin stres etkenlerine
maruz kalmasindan dolayr olduk¢a biiyiik zararlar dogmaktadir. Durum bdyle
olmaya baslayinca da son yillarda yapilan arastirmalarin en 6nemli konularinda biri
de kuraklik basta olmak tizere, diger stres tiirlerine karsi toleransli bitkiler
yetistirmek olmustur. Kurakliga ve diger streslere karsi toleranslt bitkiler gelistirmek
icin, fizyolojik, gen diizenleyici aglar ve biyokimyasal siiregler incelenmekte ve
arastirilmaktadir. Arastirmacilarin bu calismalar i¢in en ¢ok kullandigi araglar
arasinda, c¢esitli gorevlere sahip genomik araclar yer almaktadir ve bunlar
aragtirmacilara stres sinyalini algilama ve iletimi ile iliskili molekiiler diizenleyici
aglar konusunda yardimci olmaktadir. Bu genomik araclar arasinda, farkli stres
indiiklenebilir genler ve transkripsiyon faktorleri denilen cesitli su stres indiikleme
sistemlerini diizenleyen faktorler yer almaktadir. Tolerans ve direng stirecleri ile ilgili
bitki Ozellikleri multigenik &zellige sahip olduklarindan dolay1 kontrolleri ve
miithendislikleri olduk¢a giictiir. Stresle ilgili transkriptler ve proteinler iki gruba
ayrilmaktadir. Birinci grup, sinyalleme kaskadlarinda ve transkripsiyonel kontrolleri
kapsarken diger grup da osmoprotektanlar, antioksidanlar ve reaktif oksijen tiirlerini

(ROS) igermektedir (Valliyodan ve Nguyen, 2006).

Kuraklik stresine bagli olarak bitkilerde ortaya ¢ikan etkileri 3 ana baslik altinda
toplayabiliriz (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

2.1. Mekanik Etki

Bitkide turgor kayb1 seklinde kendini gosteren ve belirgin derecede su kaybi oldugu
zaman ortaya cikan birincil strestir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Su stresi ile
birlikte bitkilerin normal biiyiimesi ve fizyolojisi bircok yonden olumsuz olarak
etkilenmektedir. Su stresi oldugunda koklerde ters osmoz denilen kokiin i¢ ortamina
gore kok disinda ¢oziilme konsantrasyonunun fazla oldugu bir olay
gerceklesmektedir. Bitki terleme yoluyla su kaybetmeye devam ederken su kok
hiicrelerinden ¢ekilmektedir. Bunlarin sonucunda da hiicre membranlari biiziiliir ve
ve hiicre zarinin biitlinliigli azalarak canli  hiicrelerin zarar goérmesine neden

olmaktadir (Waraich ve ark., 2011). Hiicrede su kayb1 gerceklestiginde, membran
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yapisi degisiklige ugrar; fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirlerine yaklagir
ve membranlar siki bir goriiniim alirlar (Jel fazi). Jel fazinda membran lipidleri sivi-
kat1 fazina gore daha az Kinetik enerjiye sahiptirler. Boylece lateral (yan) ve
rotasyonal (donme) hareketleri de kisitlanir. Su kaybiyla birlikte hiicrede hacim de
azalir. Daha sonra plazma membrani hiicre duvarindan ayrilir ve yalniz
plazmodezmler araciligiyla iliskisini silirdlrebilir duruma gelir yani hiicrede
plazmoliz olay1 ger¢eklesmis olur. Gerilim altindaki plazma membran1 ve tonoplastta
gerceklesen ¢okme, zarda yirtilmalara neden olabilir. Zarlarin yirtilmasiyla birlikte
zarlar lizerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimler serbest kalabilir ve bu durumda

sitoplazmanin otoliziyle sonuglanabilir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

2.2. Metabolik Etki

Hiicre icin su; hiicre igeriginin biiylik bir kismini olusturmasi, tasiyict olmasi,
hiicresel reaksiyonlar ve islevler i¢in ¢oziicii rolii oynamasi gibi ¢ok Onemli
fonksiyonel oOzelliklere sahiptir. Bu nedenlerden dolayr suyun hiicreden kaybi
gergeklestiginde normal olaylar ve diizenlemeler devam edemez ve metabolizma
bozulur. Su kaybi oldugu zaman hiicrede iyon-birikimi gergeklesir. Bu iyon
birikimleri de membran biitlinliiglinii ve proteinlerin yapisinin bozulmasina sebep
olabilir. Bunlarin neticesinde de hiicre zarar gorebilir. Su kaybiyla birlikte
proteinlerin yapisinda da bozunmalar meydana gelir. Ayrica hidrofobik ve hidrofilik
amino asitlerin de su ile etkilesimleri bozularak protein denatiirasyonlarina ve enzim

inhibisyonlarina neden olabilir (Erenel ve ark., 1992).

2.3. Oksidatif Etki

Serbest radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron barindiran, hem organik hem de
inorganik molekiiller halinde bulunan atom veya molekiillerdir (Erden, 1992).
Yiiksek konsantrasyondaki oksijen hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar

tizerinde siddetli fizyolojik etkilere neden olabilir. Hatta daha ileri
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konsantrasyonlarda letal (Oliimciil) etkilere bile yol agabilmektedir (Erenel ve
ark.,1992).

Bu serbest radikaller canlinin i¢inde (in vivo) normal metabolizmanin triinleri olarak
aciga ¢iktig1 gibi, organizmanin iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik tasiyan
ajanlara ve dogal durumda serbest radikal metabolitleri olusturabilen ksenobiotiklere
maruz kaldigi durumlarda da agiga ¢ikabilirler. Canliigin devamliligi ig¢in
zorunludurlar ve sayisiz enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar icin

gereklidirler (Erden, 1992).

Serbest radikaller, 6zellikle aktif oksijen tiirlerini; siiperoksit molekiilii (02 ), singlet
oksijen ('02), hidrojen peroksit (H.02) ve hidroksil radikallerinin (OH ) olusumunu
icermektedir. Plazma membrani, mitokondri, ER membranlarinda da serbest

radikaller olusabilmektedir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Bitkilerde stres sirasinda olusan ROS birikimi biiyiik 6l¢tide ROS ftiretimi ile birlikte
ROS temizleme sistemi arasindaki iliskiye bagli olmaktadir. Yani bunlar da 151k,
sicaklik, kuraklik gibi bitki biiyiime sartlarindaki degisiklikler ve bu etmenlerin
stiresi ve siddetine de bagli olmaktadir. Ayrica bitki dokusunun bu dengesizliklere
adaptasyon siirecine de bagli olarak degismektedir. Bitkilerde stres esnasinda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin artisinin ana sebebi kloroplastlardaki karbondioksit
fiksasyonunun sinirlandirilmast ve buna ek olarak elektron tasima zincirinin fazla

indirgenmesi ile birlesmesidir (Miller ve ark., 2010).

Serbest radikallerden olan H202 normal durumlarda fotosentez siiregleri, biiyiime ve
gelisme, biyotik ve abiyotik streslere tepki ayrica hiicre dongiisii gibi bitkiler icin
hayati dneme sahip olaylarda sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Ancak asir
H20: birikimi hiicrelerde oksidatif strese neden olmakta ve bunun sonucunda da
kacimilmaz hiicre Oliimleri gerceklesmektedir. Serbest radikaller, hiicrelerde
birikimleri sonucu proteinlerde, DNA’ da ve lipidlerde oksidatif hasara neden
olmaktadirlar. Stres durumlarinda bitkilerde * oksidatif patlama > denilen ROS’ larin

birikimi sonucu hiicreler i¢in oldukca zararli bir olay gerceklesmektedir. Bu
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durumlar g6z Oniine alindiginda serbest radikaller, 6zellikle de H20-’ in hiicrelerdeki

miktari stres gostergesi olarak kabul edilmektedir (Sofo ve ark., 2015).

Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore, hiicreler i¢in zararlt oldugu bilinen hidrojen
peroksitin hiicrelere zarar vermenin yani sira, hiicrelerde bazi genlerin sentezlenmesi
icin bir sinyal molekiilii ve diizenleyici bir rolii oldugu da ispatlanmistir. Bu
molekiiller ve diizenleyiciler arasinda, antioksidanlar1 sifreleyen genler, hiicreleri
kurtarma veya savunma proteinleri, kinaz, fosfataz ve kopyalama faktorleri gibi
sinyal proteinleri bulunmaktadir. Yapilan calismalarda tohumlarin veya fidelerin
hidrojen peroksit ile dn-muamele yapilmasiyla soguk stresi gibi farkli streslere karsi
daha diren¢li oldugu saptanmistir. Hidrojen peroksit ile on-muamele islemleri ile
hiicrelerde antioksidan mekanizmalarin aktiflesmesine veya gen ekspresyonunun
modifikasyonuna neden olan erken stres sinyali oldugu diisiiniilmektedir (HongBo ve
ark., 2005).

Bitkilerde ROS yoluyla sinyalleme, herhangi bir patojene kars1 savunmada oldugu
gibi apoplastik boslukta yani hiicre duvarinda, NADPH oksidaz ile katalizlenen
siiperoksit olusumu ile baglar ardindan da apoplastik boslugu lokalize eden SOD
aktivitesi ve bunun sonucunda da H.0-’ e doniistiirme olay1 ger¢eklesmektedir (Kar,

2011).

Iste suyun kisith oldugu zamanlarda, vejetatif bitki dokularinda oksidatif stres
meydana gelmektedir. Bunun nedeninin kloroplastta gerceklesen 1sik-Klorofil
etkilesimlerinin oldugu diisiiniilmektedir. Su azaldig1 zaman, bitki daha fazla suyunu
kaybetmemek icin, genelde, stomalarmi kapatir. Bu durumda da fotosentezle
fiksasyon i¢in gerekli olan CO:’nin aliniminda azalmalara neden olur. CO:’ nin bu
kisitlanmig alimimi da kuantum verimini azaltir ve fotosentez merkezinin reaksiyon
merkezlerindeki eksitasyon enerjisinin artmasina neden olur, bu durumda da NADP+
(fotosentezdeki & akseptorii) kisitli hale gelir ve ferrodoksin NADP+ yerine oksijeni
rediikler; boylece, fotosistem | (PSI)’in elektronlar1 O:’ye transferi sonucunda reaktif

O: radikali tiretilmis olur (Mehler reaksiyonu).
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Suyun kisitli oldugu zaman birgok tiirde O2 olusumu artmaktadir. Bu Oz olusumu
da; lipid peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna yol acarak membranlarin
tamamen zarar gormesine neden olur. Aslinda siiperoksitin kendisi ¢ok fazla reaktif
degildir. Daha ¢ok H:0: ve OH olusturarak etkili olur. Hidrojen peroksit Calvin
dongiistiniin birgok enzimini inhibe eder. Ayrica siiperoksit ve hidrojen peroksit OH
radikalini olusturmak tiizere tepkimeye girebilir (Haber-Weiss reaksiyonu). Bu
tepkime sirasinda da demir ya da bakir gibi diger ge¢is metalleri artar. Artan bu gegis
elementleri bu reaksiyonlar1 hizlandirabilir ve sonugta da oksidatif hasar daha da

artabilir (Fenton reaksiyonu) (Kalefetoglu ve Ekmekgei, 2005).

2.3.1. Antioksidan Sistemler

Canlilarda ¢esitli metabolik reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve serbest radikallere
karst savasan dogal bir savunma mekanizmalari vardir. Iste bu savunma
mekanizmasini olusturan bilesiklere “ antioksidanlar ” denilmektedir (Oral ve ark.,
2015).

Antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar olmak
tizere iki gruba ayrilirlar. Enzimatik olmayan antioksidanlar, askorbik asit (AA),
tokoferoller (vitamin E), alkaloidler, protein dist amino asitler, Kkarotenoidler,
glutatyon ve fenolik bilesiklerdir. Enzimatik antioksidanlar ise siiperoksid dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktazlar (DHAR), glutatyon
peroksidaz  (GPX), guaikol peroksidaz ~ (GOPX),  glutatyon- S (GR),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MSHAR), dehidroaskorbat rediiktaz ve katalaz
(CAT) olarak bilinmektedir. Bitkiler i¢in oldukg¢a zararli oldugu bilinen ROS’ lar
salisilik asit (SA), brasinosteroidler, etilen, jasmonik asit, absisik asit (ABA) gibi
bitkilerin ¢evresel stresler karsisinda biiylime ve gelismesini ayrica stres karsisinda
savunma yanitlart olusturmasini saglayan ¢esitli fitohormonlarin  sentezini

indiiklemektedir (Ahmad ve ark., 2010).
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2.3.1.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

a) Askorbik asit (vitamin C): Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda
askorbik asit, reaktif oksijen tiirlerinin, 6zellikle de hidrojen peroksitin eliminasyonu
icin ana 6neme sahiptir. Askorbik asitin yenilenmesi direkt olarak fotosistem I’ deki
indirgenmis ferrodoksin ile ayrica dehidroaskorbat (DHAR), monodehidrosterkorbit
rediiktaz (MDHAR) ve GSH ile katalizlenmektedir. Hidrojen peroksiti temizleyen
AsA-GSH dongiisiinii APX, MDHAR, DHAR, GSH, NADPH, GR ve GSH
bilesikleri olusturmaktadirlar (HongBo ve ark., 2005). Askorbik asit hiicrelerdeki en
giiclii ve en bol antioksidandir. Ozellikle fotosentetik hiicrelerde ve meristemlerde
daha fazla miktarda bulunurlar. Kosullar normal durumdayken vyaprak ve
kloroplastlarda diigiik seviyelerdedirler. Stres kosullarinda konsantrasyonu artar. O>
ve OH ’min direkt temizlenmesini saglayarak, oksidatif strese karsi tolerans
saglamada gorev alir (Biiyiikk ve ark., 2012). Ayrica ABA, stres durumunda bitki
dokularinda SOD, APX, GR ve CAT gibi antioksidan enzim aktivitelerini de
arttirmaktadir (Jiang ve Zhang, 2002).

Ayrica yapilan ¢aligmalara gore, farkli bugday tohumlar1 AsA ile 6n isleme tabi
tutmak bitkilerin stres durumlarinda daha dayanikli hale getirmistir. AsA ile
ozmoprimleme yapildiginda, AsA ve fenoliklerin ayrica antioksidanlarin hareketi
sayesinde bugday ¢esitlerinin kurakliga toleransi artmakta ve bunlarin sonucunda da
dokulardaki su orani, membran gagirgenligi ve fidelerin daha diizgiin biiytidiikleri
goriilmistiir. Dolayisiyla da oksidatif hasar azalmakta bunu takiben de bitki su
icerigi de diizelmistir (Farooq ve ark., 2013).

b) Tokoferoller (vitamin E): Biyolojik membranlarda 6zellikle de
kloroplastlarin tilakoid membranlarinda ¢ok fazla bulunmaktadirlar. Bitkilerde
tokoferollerin dort izomeri (a-, B-, y- ve 8-) yer almaktadir. Bu dort izomer arasindan
a tokoferoller; molekiiler yapilarinda ti¢ metil grubu icerirler ve bu sebeple de en
yiiksek antioksidatif aktiviteye sahiptirler. O. gibi ROS cesitlerine karsi membran
kararliliginin korunmasinda 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Baz1 yapilan arastirmalarda,
oksidatif stresin bitkilerde tokoferol sentezinden sorumlu olan genlerin ifade

seviyelerini arttirdig1 belirtilmistir. Ornegin; Lycopersicon esculentum (domates),
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Arabidopsis thaliana (Farekulag: teresi) , Nicotiana tabacum (tiitiin) gibi birgok
bitkide farkli stres sartlar1 altinda yapilan ¢alismalarda, o tokoferol artis1 ve bununla
birlikte bitki dokularinin oksidatif strese karsi savunulmasinda 6énemli rolii oldugu
gozlenmistir (Biiyiik ve ark., 2012).

C) Karotenoidler: Bitki ve mikroorganizmalarda bulunurlar. Karotenoidlerin
dogada 600’{in iizerinde ¢esitleri bulunmaktadir (Biiyiik ve ark., 2012).

d) Glutatyon: Bitkilerde sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri,
kloroplast, peroksizom gibi ¢ogu yerlerde bulunmaktadirlar. Glutatyon bitki normal
kosullar  altindayken  siilfat tasiniminin  diizenlenmesi, sinyal iletimi,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve stresle ilgili genlerin ekspresyonu gibi
gorevlere sahiptir. Ayrica hiicre farklilasmasi, hiicre 6liimii, patojen direnci ve
enzimatik diizenleme gibi biiyliime ve gelisme ile ilgili gorevleri de bulunmaktadir
(Biiytk ve ark.,, 2012). Ayrica bunlara ilaveten glutatyon askorbat/ glutatyon
dongiisiine katilmakta ve hidrojen peroksiti metabolize etmektedir. Glutatyon sistemi
glutatyon distilfiir (GSSG)’ nin GR araciliiyla hizli bir sekilde glutatyon (GSH)’ ye
diistiriilmesinde etkilidir. Ayrica glutatyon peroksidaz (GP) ve glutatyon transferaz
(GT) hiicre proteinlerini ve zarlarim1 zararli olan oksidasyona karsi korumak i¢in
organik peroksitleri azaltmaktadirlar (Loggini ve ark., 1999).

e) Fenolik bilesikler: Karbon atomu sayilarina gore farkli gruplara (fenolik
asitler ve flavonoidler) ayrilirlar. Yapilan arastirmalara gore; farkli cevresel faktorler
ve stres kosullar1 altinda fenolik bilesik miktarlarinda artis meydana geldigi
agiklanmistir. Izoflavonlar flavonoidlerden biridir. Bitki enfekte oldugunda,
yaralandiginda, diisiik sicakliklar altinda ve diisiik besin kosullarinda izoflavonlarin
miktarinda artis oldugu gozlemlenmistir. Ayrica bitki kendisini UV-B etkisinden
korumak i¢in de UV absorbe eden flavonoidlerini epidermal hiicrelerin vakuollerinde

biriktirmektirdir (Biiytik ve ark., 2012).

Bitkilerde biiyiimeyi tesvik eden hormonlardan biri de brassinosteroidlerdir (BRS).
Bu hormonlarin biiyiime, tohum ¢imlenmesi, kok gelismesi ve bitkinin maruz kaldigi
abiyotik streslere kars1 bitki toleranst saglama gibi gorevleri bulunmaktadir. Ayrica
brassinosteroidler bitkilerin biiylimesini ve metabolizmasin1 farkli hormonlarla da

sinerjik bir etki gostererek yapmaktadirlar. Yapilan caligmalara gore bitki gesitli
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streslere maruz kaldiginda brassinosteroidlerin  miktarinda bir artis oldugu
belirtilmistir. Yapilan c¢alismalarda kuraklik stresi yasayan Korospora bungeana
bitkisine digardan brassinosteroid uygulandiginda kurakliga olan direncinin arttigi
ayrica antioksidant enzimlerin ve enzimatik olmayan antioksidantlarin da
miktarindaki artigla beraber lipid peroksidasyonu (MDA) miktarinda bir azalma
oldugu gozlemlenmistir. Yine kuraklik stresi altinda Zea mays (musir) bitkisine
ekzojen brassinosteroid uygulanmasiyla birlikte enzimatik antioksidant seviyeleri,
protein icerigi ve stres gostergesi olan prolin seviyelerini arttirmis bunlara sonucunda
da kurakligin bitkideki zararlar etkilerini azalttigi bildirilmistir. Glycine max (soya
fasulyesi)  bitkisinin  yapraklarina brassinosteroid uygulanmasiyla  birlikte
yapraklardaki seker ve prolin konsantrasyonlart artmis bununla birlikte de POD ve
SOD aktivitelerini arttirarak yapraklardaki MDA konsantrasyonu azalmstir.
Brassinosteroidler sadece kuraklik stresi olan bitkilerde degil ayn1 zamanda diger
abiyotik stres etmenleri olan tuz stresi, bocek oldiiriicii ilaglar, sicaklik degisiklikleri
ve agir metallere karsi da bitkileri koruyucu rolleri bulunmaktadir (Vardhini ve
Anjum, 2015).

2.3.1.2. Enzimatik Antioksidanlar

a) Siiperoksit dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1) : 1960’ larin sonlarinda kesfedilen
stiperoksit dismutaz’ larin artik bazi anaeroblar disinda tiim organizmalarda oldugu
diisiiniilmektedir. SOD’ un kesfi ile biyolojik sistemlerde, oksijenin siiperoksit
bilesigine H:O’ ya dortlii indirgeme ile olustugunun kabul edilmesine olanak
tanimistir (Foyer ve Noctor, 2005). Metalloproteinlerdir. Cok yiiksek Katalitik
etkinlige sahiptirler. Oksijeni H:0.’e donistiiriirler. Bu enzimlerin  aktif
merkezlerinde bulunan metal iyonlarina gore ¢ izoenzimleri vardir. Aktif
merkezinde bakir ve ¢inko igeren Cu/ Zn SOD, mangan igeren Mn SOD ve demir
iceren Fe SOD’lardir. Morus alba L. (dut), Cicer arietinum L. (nohut) ve
Lycopercion esculentum (domates) gibi bitkilerde yapilan arastirmalara gore; SOD’
larin  biyotik ve abiyotik stres karsisinda  konsantrasyonlarinin - arttigi

gbzlemlenmistir. Ayrica oksidatif stresle basa ¢ikmada ve bitkilerin stres kosullari
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altinda canliligin1 devam ettirmesinde 6nemli rolleri oldugu belirtilmektedir (Biiyiik
ve ark., 2012).

b) Askorbat peroksidaz (APX: E.C. 1.11.1.11) :Yiiksek bitkiler, algler,
kamgililar gibi bir¢ok organizmada ROS’lara karsi savunmada 6nemli role sahip
oldugu disiiniilmektedir. tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi en az bes farkh
izoformdan olusurlar. APX’lar katalaza gore H0.’ye daha fazla affiniteye
sahiptirler. APX’larin da birgok stres karsisinda bitkideki konsantrasyonlarinin arttigi
gozlenmistir (Biiyiik ve ark., 2012).

C) Katalaz (CAT: E.C. 1.11.1.6.) : Hiicreleri strese kars1 korumada en 6nemli
gorevlere sahip antioksidanlardan biridir. Bitkide stres kosullar1 altinda zararli H20:
olugmaktadir. Bu zararli H.O:’nin H.O ve O:’ya direkt olarak doniistimiinii
saglamaktadirlar. Farkli katalaz izozimlerini kodlayan genlerin stres altindaki
davraniglarint incelemek amaciyla gergeklestirilmis olan ger¢ek zamanli kantitatif
PCR g¢aligmalar1 sonucunda Lycopersicon esculentum (domates), Hordeum vulgare
(bugday), Corylus maxima Mill. (Lambert findig1), Pinus nigra (¢cam) ve daha birgok
bitkide yapilan gercek zamanli kantitatif PCR ¢alismalarina gore; farkli katalaz
izozimlerini kodlayan genlerin stresle iliskili olarak ifade diizeylerinin de arttig
belirtilmektedir (Biiyiik ve ark., 2012).

d) Glutatyon peroksidaz (GPX: E.C.1.11.1.9): GPX’lerin farkli izozimleri
vardir ve genis bir aileye sahiptirler. Glutatyonu H20:, organik ve lipit
hidroperoksitlerin miktarlarin1 azaltmada kullanilmaktadir. Capsicum annuum L.
(biber), Pisum sativum (bezelye) ve Lycopersicon esculentum (domates) gibi bazi
bitkilerde yapilan caligmalara gore;
stres kosullar1 altinda GPX’in hiicreler i¢in 6nemli koruyucu bir rolii oldugu

belirtilmektedir (Biiyiik ve ark., 2012).

Daha 6nce de agikladigimiz gibi stres faktorleri bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal
zararlar olusturarak, iiriin nicelik ve niteligini olumsuz yonde etkileyebilir. Bitkiler
bu olumsuz etkileri azaltmak veya engellemek i¢in bazi molekiiler savunma
mekanizmalarina sahiptirler. Bu savunma mekanizmalarsi,

1.  Makromolekiillerin ve iyonlarin homeostasisi,

2. Koruyucu molekiillerin sentezi,
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3. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve detoksifikasyon

olmak tizere tii¢ grupta toplanabilir (Biiyiik ve ark., 2012).

2.4. Makromolekiillerin ve iyonlarin Homeostazisi

Abiyotik stres faktorlerinin ¢ogu (tuzluluk, kuraklik, yiiksek ve distk sicakliklar
gibi) bitkilerde hiicresel dehidrasyona yol agmakta ve i¢ dengeyi (homeostazi)
bozmaktadir. Hayvanlarda bulunan Na-ATPaz veya Na/K-ATPaz bitki hiicrelerinde
bulunmamaktadir. Bitkilerde ise tiim iyon ve metabolitlerin tasinimi1 H-ATPazlar ve
H-pirofosfatazlar ile gergeklestirilmektedir. Bitki herhangi bir yasam evresinde stres
faktorleriyle karsilastiginda birtakim diizenlemeler H-ATPazlar ve H-pirofosfatazlar
aracilig ile iyonlarin iletimi yapilmakta ve homeostazi saglanmaktadir (Biiyiik ve
ark., 2012). Ayrica yapilan arastirmalara gore, kuraklik stresi ile karsilasan bitkilerde
koklerden ABA sentezlenmektedir. Bu sentez stomalarda kapanmayi gergeklestirerek
bitki biiylimesini engellemekte ve stres kosullarina uyum saglamasina yardimei
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalara gore ABA biyosentezinde kilit bir enzim olan 9-cis-
epoksikarotenoid dioksigenaz3 (NCED3)’ in Arabidopsis thaliana’ a eksprese
edildiginde su stresi altinda filiz biiylimesinin iyilesmekte oldugu sonucuna
varilmistir (Bhargava ve Sawant, 2013). Bazi ¢alismalarda da Arabidopsis thaliana’
teki  9- cis- epoksikarotenoid dioksigenaz3 kuraklik stresi sirasinda bitkilerde
sentezlenen absisik asit biyosentezinde Onemli bir basamagi aktiflestirdigi de
belirtilmistir. Ayrica ABA sinyalinin, iyon tasinmasinda ve stomatal cevaplarin
diizenlenmesinde rol oynayan transkripsiyon faktorlerin (TF’ ler) aracilik ettigi
kompleks diizenleyici olaylar ile kontrol edildigi de belirtilmektedir (Osakabe ve
ark., 2014).

2.5. Koruyucu Molekiillerin Sentezi

Bitkilerde strese karsi verilen cevaplardan biride diisitk molekiiler agirlikli ¢6ziinen
maddeler veya ozmolitler (sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler), 1s1 soku
proteinleri (Heatshock) ve LEA (ge¢ embriyogenez bagimli) proteinleri gibi farkli

0zel proteinlere dayanmaktadir (Mattioni ve ark., 1997). Bitkilerde kuraklik, tuzluluk
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gibi cesitli stres etkenleri altinda putrescine, spermi ve spermidin denilen ii¢ 6nemli
poliamin birikimi goézlenmektedir. Yapilan calismalara gore, stres kosullarinin
ornitin dekarboksilaz (ODC)’ den daha fazla arginin dekarboksilaz (ADC)’ i
aktivitesini indiikledigi belirtilmektedir (Groppa ve Benavides, 2008).

Ozmolitler ROS’un temizlenmesinde gérev yaparlar ve koruyucu molekiillerdir.
Ozmotik ayarlayici ve ozmoprotektan olarak gorevleri vardir. Suyun sitoplazmada
alikonmasin1  saglarlar.  Sodyumun apoplast ve vakuollerde tutulmasini
kolaylagtirirlar ve boylece hiicresel yapilar1 korumaktadirlar. Bitkilerin ¢ogu
kuraklik, tuzluluk ve diger stres tiirlerine maruz kaldiklarinda kendileri igin zararli
olmayan ve koruyucu role sahip olan ozmolitler biriktirmektedirler. Bu
ozmolitlerden biri de prolindir. Bitki hiicrelerinde bu prolinin birikimi iki sekilde
olmaktadir. Bunlar; biyosentezinin aktivasyonu ve de bozunmasinin inaktivasyonu

ile olmaktadir (Mattioni ve ark., 1997).

Prolin organizma i¢in ¢ok dnemli gorevlere sahiptir. Mitokondriyal islevleri optimize
etmek, hiicre proliferasyonunu etkilemek ve stres durumlarinda bitkinin hayatta
kalabilmesi ve iyilesmesi i¢in gen ekspresyonunu aktive etmek icin bir sinyal gorevi

gérmek bu 6nemli fonksiyonlar arasindadir (Szabados ve Savouré, 2010).

Eschericha coli’ de yaklagik 40 yil once biyosentetik yolu belirlenen prolin 20
amino asitten biridir. Prolin bitkilerde glutamat yolu ve orinitin yolu olmak tizere iki
sekilde sentezlenmektedir. Ozmotik stres esnasinda biiyliik prolin birikimi
olusmaktadir ki bu glutamat yoludur. Ikinci prolin sentezlenme yolu ise, orinitin-5-
aminotransferaz ile ornitin’ den sentezlenmektedir. Muhtesem bir ozmolit olan
prolin, stres sirasinda metal kilitleme maddesi, antioksidan savunma molekiilii ve
sinyal molekiilii olmak {izere ii¢c ana rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalara gore,
prolinin stres altinda kalan bitkilerde fazla proliferasyona neden oldugu ve bunun
sonucunda da hiicre turgoru ve ozmotik dengeyi koruyarak bitkilerde strese karsi
tolere yetenegi kazandirdig1 diisiiniilmektedir. Daha da fazlas1 elektrolit sizintilarini
engelleyen zarlar1 dengelemekte ve ROS’ larin miktarlarini normal degerlere

gelmesini saglayarak bitkiler i¢in ¢ok zararli oldugu bilinen oksidatif patlamay1
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onlemektedir. Stres ¢aligmalarinda belirtildigine gore bitkilere ekzojen olarak diisiik
miktarlarda prolin verildiginde strese karsi toleransin arttig1 belirtilmektedir. Ayrica
prolinin kuraklik stresi sirasinda fotosentez iizerine de 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Mitokondrial elektron tasima II kompleksini, RUBISCO ve zar ve proteinleri
dengeleyerek bitkileri strese karst muhafaza etmektedir. Tiitlin bitkisine ekzojen
olarak uygulanan prolin, glisin betain gibi diger ozmolit bilesiklerle
karsilastirildiginda stresin etkilerinin azaltilmasinda daha etkili oldugu goériilmiistiir

(Hayat ve ark., 2012).

Ozmotik ayarlama yoluyla kuraklik stresine kars1 bitkileri koruyan diger
bilesiklerden biri de manitol adi verilen ve farkli alg ve bitki tiirlerinde bulunan
onemli bir fotosentez {iriiniidiir. Caligmalara gore, mannitol dehidrogenaz (mtl)
geninin bugdaya aktarilmasi sonucunda kuraklik stresine karsi suyun artigini
sagladigi ve bunun sonucunda da bitkinin strese karsi tolerans olusturdugu

belirtilmistir (Valliyodan ve Nguyen, 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinden olan singlet oksijen (*O2) canli sistemleri i¢in oksidatif
hasarin baslica sebeplerinden biridir. Su stresi, tuzluluk, agir metaller, herbisitler gibi
stres durumlarinda singlet oksijeninin arttig1 arastirmalarda belirtilmistir. Cesitli stres
durumlarinda prolin birikiminin arttig1 bilinmekte ancak bu birikimin sebebi heniiz
tam olarak bilinememektedir. Genellikle prolin, karbonat ve azot kaynagi gibi
hareket etmekte ve boylece enzimlerin denatiirasyonunu engellemekte, sitozollerdeki
asit degerlerini stabilize etmekte ayrica bunlara ek olarak NAD/ NADH oraninin
dengelenmesinde yardimci olduguna inanmilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
belirtildigine gore, ayrica prolin stres durumlarinda artan singlet oksijeninin

azatilmasinda ¢ok etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Alia ve ark., 2001).

Stres durumlarinda bitkilerde zararli etkilere karst savunmayi saglayan ¢oziiniir
sekerler, amino asitler, organik asitler, lipidler ve poliaminlerden olugmaktadir. Bu
cesitli metabolitlerin 6nemli bir grubu da suda oldukca c¢oziinebilen ve ¢ok fazla

zehirli olmayan organik metabolitlerdir ki bunlar “ uyumlu ¢oziinen maddeler

denilen maddeleri icermektedirler. Stres caligsmalarinda en iyi ¢aligilabilen uyumlu
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¢oziinen maddelerden biri de glisin betain (GB) denilen bilesiktir. Glisin betain, bir
kuarterner amonyum bilesigi olmakla birlikte bakterilerde, deniz omurgasizlarinda,
bitkilerde ve memelilerde bulunmaktadir. Glisin betain genellikle 2 biyosentetik yol
ile olusmaktadir.  Birincisi birgok hayvan, bitki ve mikroorganizmalar da
gozlemlenen glisin betain kolin ile iki sathali olan bir oksidasyon reaksiyonu ile
sentezlenmektedir. Ikincisi ise Actinopolyspora halophila ve Ectothiorhodospira
halochloris gibi ekstrem halofitik bakterilerde tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalara
gore bu bakterilerde glisin betain, glisinden 3 asamali N-metilasyon tepkimesi ile
sentezlenmektedir. Tuz, kuraklik, sicaklik gibi abiyotik stres etmenleri glisin betainin
bitkilerde dogal olarak sentezlenmesini tetiklemektedir. Ayrica bitkilerde abiyotik
stres glisin betain sentezinin tek indiikleyicisidir. Glisin betain birkiminin bitkilerde
cesitli abiyotik stres etmenlerine karsi tolerans sagladigi belirtilmistir (Chen ve
Murata, 2011). Kuraklik stresi altinda olan iki farkli tiitiin bitkisine ekzojen olarak
yapraklardan glisin betain uygulanmis ve bunun sonucunda da yapraklardan glisin
betain absorbe edilmis ve GB’ nin biriktigi gézlemlenmistir. GB ile muamele edilen
bitkilerde antioksidan aktiviteler artmis ve gelismis ozmotik ayarlamalar sayesinde
de yapraktaki su durumunu muhafaza ettigi gorilmiistiir. Yapilan caligmalara gore,
bliyiime evresindeki bitkilere yapraklardan glisin betain uygulamasimin bitkide
ozellikle su seviyesinin iyilestirilmesi ve PSII aktivitesinin artmasina ve bunlarin

sonucunda da bitki biiylimesinin hizlandig1 belirtilmektedir (Ma ve ark., 2007).

Is1 soku proteinleri; protein katlanmasi, hiicresel diizenlenme ve uygun olmayan
proteinlerin  hiicrede  birikiminin ~ dnlenmesini,  proteinlerin  fonksiyonel
konformasyonlarinin muhafaza edilmesini saglamaktadirlar. Bunlara ek olarak
proteinleri ve zarlar1 stabilize eder ve stres durumlarinda proteinin yeniden

katlanmasina olanak tanimaktadirlar (Wang ve ark., 2004).

LEA (gec embriyogenez bagimli) proteinleri farkli stres kosullarinda da
sentezlenmektedirler. Molekiiler saperon gibi davranarak proteinlerin {ic boyutlu
yapisini kazanmasini saglayan proteinlerdir. Ist soku proteinleri hasar gérmiis ve
yanlis katlanmig polipeptitleri baglama kapasitesine sahiptirler. Bu sayede

polipeptitlerin yikimini 6nlerler ve hiicreyi strese karsi korumada rol almaktadirlar.
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LEA (ge¢ embriyogenez bagimli) proteinlerine ilk olarak tohum embriyolarinda
tanimlanmistir. Yine bu proteinlerin de bitkilerde stres faktorlerine karsi koruyucu
etkileri oldugu distiniilmektedir. Hidrofilik LEA (ge¢ embriyogenez bagimli)
proteinlerinin suyu baglama yetenekleri bulunmaktadir. Stres faktorleri karsisinda su
eksikligi etkilerini azaltmaktadirlar ve hiicresel biitinliigiin korunmasinda rol

oynamaktadirlar (Biiyiik ve ark., 2012).

2.6. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Detoksifikasyon

Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil
agirligr disiik molekiiller serbest radikal olarak tanimlanmaktadir (Mercan, 2004).
Serbest radikaller oksijenin kismi indirgenmesiyle olusmaktadirlar. Dokular ve
hiicreler, niikleik asitler ve Ozellikle de membran lipidleri i¢in 6nemli tehlikeler
olusturmaktadirlar (Harris, 1992). Hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere
bagli olarak olusmaktadirlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan
gibi kimyasallar, karbon tetrakloriir, iyonize ve ultraviyole radyasyon, sigara dumant,
alkol ve uyusturucular gibi maddeler yer almaktadir. Serbest radikaller hidroksil,
stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara
sahiptirler. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan

radikallerdir (Mercan, 2004).

Hiicrelerde bilinen baglica ROS’lar; singlet oksijen ('O2), siiperoksit anyonu (O2),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH ) dir ve bunlar normal kosullarda
hiicredeki diizeyleri denge halindedir. ROS’ lar bitkilerde endojen kaynakli olarak
bulunurlar. Bu endojen kaynaklar arasinda kloroplastlardaki fotosentez reaksiyonlart,
plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit dongiisinde NADPH
oksidaz, hiicre duvar peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle

olugmaktadirlar (Biiyiik ve ark., 2012).

Stres calismalarina gore, glutatyon (GSH) ve glutatyon distilfir (GSSG) redoks
ciftlerinin miktarlar1 bitkinin optimum kosullar veya stres etkenleri altinda olup

olmadiga bagl olarak degismektedir. Bu redoks c¢iftleri hiicre ve dokularda redoks
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dengesinin korunmasini saglamaktadirlar. Bitki optimum biiyiime sartlarinda GSH/
GSSG orani yiiksektir. Ancak stres durumunda molekiiler aras1 distilfiir kopriilerinin
olusumu engellenmekte bunun neticesinde de bu oran azalmaktadir. Stres
kosullarinda reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu esnasinda GSH’ 1
oksidasyonu nedeniyle ve metabolizmadaki dengesizlikler sonucunda GSH/ GSSG
oran1 olduk¢a azalmaktadir. Bu azalan oran ile birlikte antioksidanlar, stres
hormonlar1 ve oksidanlar1 kapsayan bir redoks sinyal yolagi ile farkli savunma
mekanizmalar1 aktif hale gelmis olmaktadir. Ayrica bunlara ilaveten GSH
tioldisiilfiir ve glutatyonilasyon dongiimii ile proteinlerin gen ekspresyonunu ve

aktivitelerini de kontrol etmektedir (Szalai ve ark., 2009).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirmada, 7 adet tescilli ekmeklik bugday genotipi kullanilmistir (Tablo 1.1.).
Caligmada kullanilmis olan bugday genotipleri iilkemizde bulunan bazi tarimsal
aragtirma enstitiilerinde gelistirilmis, kurakliga toleransla ilgili fizyolojik testler
sonucu 6ne ¢ikan genotiplerdir. Kontrol ¢esit olarak kurakliga oldukca toleransh

oldugu bilinen Gerek 79 genotipi ile hassas Sultan 95 genotipi kullanilmistir.

Tablo 1.1. Arastirmada kullanilan ekmeklik bugday genotipleri

No | Gelistiren | Cesit/ Hat Ad1 Fizyolojik Acidan Onemli | Bitkinin Tez
Kurum Parametre Icerisinde
Kullanilan
Kisaltilmis Adi
1 GKTAE GEREK 79 Yiiksek Kardeslenme Kapasitesi, GEREK
Erkencilik
2 GKTAE SULTAN 95 SULTAN
3 GKTAE HAYMANA79/ALTAY | Tane Doldurma HAYMANA
2000
4 GKTAE GRK/CTY//IMESA/3/RL | Erken Kapatma, GRK/ CTY
6043/4*NAC/4 Oransal Su Igerigi
MNCH
5 GKTAE T 98- Erken Kapatma, Oransal Su icerigi | T98-9
9//VORONA/HD2402
6 GKTAE PASTOR/DEMIR2000// | Yesil Kalma Siiresi PASTOR
MUFITBEY
7 GKTAE PM ME1 IRR_S- Yesil Kalma Siiresi PMMEI
32//TMP64/YY305/3/M
UFITBEY

GKTAE: Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii

Tez calismasinda kullanilan cihazlar;

Thermo SCIENTIFIC (-80 cihaz)
OHAUS pH metre

DLAB vorteks mixer

DLAB orbital galkaliyict
DAIHAN Biomedical hassas terazi
BM 302 su banyosu

Shimadzu spektrofotometre
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Tez cahismasinda kullanilan kimyasallar;

ACROS Trichloroacetic acid, % 99
ACROS Ascorbic acid, % 99

ACROS Catechol, % 99

ACROS Guaiacol, % 99

ACROS Ninhydrin

FISHER Potassium Phosphate Dibasic
FISHER Potassium Phosphate Monobasic
FISHER Albumin

FISHER Brilliant Blue G-250

FISHER Acetic acid glacial

TCI Thiobarbituric Acid

J. T. Baker Toluene

SIGMA- ALDRICH Acetone

SIGMA- ALDRICH Ethanol

SIGMA- ALDRICH Sodium hypochlorite

Tez calismasinda kullanilan tamponlar;

1 M K:HPOs (Dibasic)’ ten 5,35 g ve 1 M KH2PO.1 (Monobasic) ‘ten 2,62 g tartilip

900 ml suda ¢oziniir ve pH:7 i¢in Olciim yapilir. Son hacim 1 1t’ ye su ile

tamamlanir.

1 M K:HPO. (Dibasic) ’ ten 1,15 g ve 1 M KH2PO4 (Monobasic)’ ten 5,9 g tartilip

900 ml suda ¢oziinlir ve pH:6 i¢in ayarlama yapilir. Son hacim 1 It’ ye su ile

tamamlanir.

1 M K:HPO. (Dibasic)‘ ten 8,18 g ve 1 M KH2PO. (Monobasic)’ ten 0,4 g tartilip

900 ml suda ¢oOziiniir ve pH:8 i¢in O6l¢iim yapilir. Son hacim 1 1t’ ye su ile

tamamlanir.
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3.2. Metot

3.2.1. Tohum Sterilizasyonu ve Ekim islemleri

Secilen bugday cesitlerine ait tohumlar % 70’lik etanol igerisinde 1 dakika boyunca
tutulduktan sonra % 5°lik sodyum hipoklorit igerisine konularak 10 dk boyunca
karistirilmistir. Sodyum hipokloritten alinan tohumlar 4 kez distile su ile durulama
yapilmis ve bu sekilde ylizey sterilizasyonu saglanmistir. Bu islemlerin ardindan
tohumlar petri tabaklarinda c¢imlendirilmistir (Sekil 1.1.). 7-10 giinliik fideler
saksilara alinarak 40 giin boyunca saksilarda sera ortaminda esit kosullarda
yetistirilmis (Sekil 2.1.) ve 40. giin sulama birakilmistir. Sulamanin birakildig: giin 0.
glin kabul edildi ve 10 giin boyunca bitkiler sulanmamistir. Daha sonra uygulama
gruplarindan 3, 6, ve 10. giinlerde bitki 6rnekleri toplanmis (Sekil 3.1., 4.1. ve 5.1.)
ve analiz edilmek igin -80 °C’ de muhafaza edilmistir (Sekil 6.1.) (Chakraborty ve
Prodhan, 2012).

Sekil 1.1. Petri kaplarinda ¢imlendirilen bugday 6rnekleri
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Sekil 3.1. Kuraklik stresinin 3. giiniinde bitkilerin genel durumu
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Sekil 4.1. Kuraklik stresinin 6. giiniinde bitkilerin genel durumu

g

Sekil 5.1. Kuraklik stresinin 10. giiniinde bitkilerin genel durumu
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ARk
Sekil 6.1. -80 C’ de muhafaza edilen bitki numuneleri

3.2.2. Protein Tayini

Yapraklardaki protein miktar1 Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. Bu
yontemde kullanilan boya (Coomassie brillant blue G-250) negatif yiikliidir ve
protein iizerindeki pozitif yiiklere baglanmaktadir. Bu boyanin kirmizi (Amax=465
nm) ve mavi (Amax=595 nm) formlart mevcuttur. Boya ile proteinin baglanmasi
kirmizi formun mavi forma doniislimiinii saglar. Bu yontem ¢ok genis bir kullanim
alanina sahiptir. Meydana gelen renk, stabilitesini bir saat kadar koruyabilir. Protein
miktarinin belirlenebilmesi ig¢in 0,25 g yaprak dokusu, 2,5 ml 50 mM KH2PO4
(pH=7) tamponu igerisinde porselen havanda homojenize edilmis ve homojenat
eppendorf tiiplerine aktarilarak +4 °C’de 15.000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiigasyon sonucunda siipernatantlar buzdolabinda muhafaza edilerek protein
miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Siipernatanttan 20 pl alinarak tizerine 2,5
ml Coomassie brillant blue G-250 ilave edilmis ve vorteksleme islemi yapilmistir. 10
dakikalik inkiibasyonun ardindan tiiplerin 595 nm’deki absorbanslar1 6l¢tilmiis (Sekil
7.1.) ve stantdart grafik yardimiyla yapraklardaki protein miktar1 belirlenmistir.
(Oztiirk, 2002).

Standart grafik i¢in 6nce 1 mg/ml protein ¢ozeltisi ihtiva eden sigir serum albumin

¢ozeltisi hazirlanacak bu stok ¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
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70, 80 ve 90 pl pipetlenerek son hacimler saf su ile 100 pl’ye tamamlanarak
yapilmistir. Her bir tiipiin {izerine 2,5 ml Coomassie brillant blue G-250 ilave
edilerek 10 dakikalik inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbanslari dl¢iilmiis ve

standart grafik hazirlanmistir.

Sekil 7.1. Coommassie Brilliant Blue G-250 boyasi eklenmis siipernatant rnekleri

3.2.3. Prolin Tayini

Uygulama gruplarinda Prolin miktarini belirlemek i¢in 0,4 g yaprak numunesi % 4’
liik siilfosalisilik asitte homojenize edilmis ve daha sonra homojenat stizge¢ kagidi
araciligiyla stiziilmistiir (Sekil 8.1.). Siiziintiiden 0,5 ml alinarak saf su ile 10 kat
seyreltme yapilmis ve her bir numune i¢in 3 farkl: tiipe 6rnek alinmistir. Tiiplere 1
ml numune, 1 ml % 96’lik glasiyel asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin ilave edilerek
biitiin tiipler 100 °C’de su banyosunda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir (Sekil
9.1.). Inkiibasyonun ardindan tiipler ayn1 anda buz banyosunda 10 dakika boyunca
tutularak, her bir tiipe 2 ml toluen ilave edilmis ve vorteklenmistir. Bu islemin
ardindan bes dakika beklenerek her tiipiin {ist kisminda olusan pembe fazin
absorbansi Ol¢iilmiistiir (Sekil 10.1.). Sonuglar saf prolinden hazirlanan standart
grafik yardimiyla g/taze doku basina prolin miktar1 olarak hesaplanmistir (Oztiirk ve
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Demir, 2003). Standart grafik i¢in 10 mg saf prolin 50 ml destile suda ¢6ziilmiis ve
hazirlanan bu stok ¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl pipetlenmistir. Tiiplerin son hacimleri destile su ile 1 ml’ye tamamlanarak,
tiplere 1 ml % 96’lik glasiyel asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin ilave edilmistir.
Tiipler 1 saat 100 °C’de inkiibasyona birakilarak her tiipe 2 ml toluen ilave edilmis
ve vortekslenmistir. Bu islemin ardindan bes dakika beklenerek her bir tiipiin iist
kisminda olusan pembe fazin absorbansi 520 nm’de oOlgiilerek kaydedilmis ve

standart grafik ¢izilmistir.

Sekil 8.1. Siilfosalisilik asitle homojenize edilmis bitki numuneleri

ah v W

Sekil 9.1. 100 °C’ lik su banyosundaki 6rnekler
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Sekil 10.1. 100 °C’ lik su banyosundan sonra pembe fazin olusmasi

3.2.4. Malonildialdehit Tayini

Malondialdehit tayini amaciyla; 0,5 g bitki dokusu 5 ml % 0,1’ lik (w/v) TCA ile
homojenize edilmis ve daha sonra 10.000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. 0,5 ml
siipernatant alinip 1 ml % 0,5 (w/v) % 20’ lik TCA’ da hazilanan TBA eklenmistir.
Karigim 95°C’ de su banyosunda 30 dakika bekletilmis daha sonra hizli bir sekilde
buz banyosunda sogutulmustur (Sekil 11.1.-12.1. ). Karisim 5 dakika 10.000 g’de
tekrar santrifiij edilmis ve siipernatantin absorbansi spektrofotometre de 532 nm’de
Olgtim yapilarak belirlenmistir (Sreenivasulu ve ark., 1999). Non-spesifik
baglanmalar1 6nlemek i¢in 600 nm’ de absorbanslar1 okunarak bu deger diisiiriiliir.
Ekstriksiyon katsayisi (€) - 155 mM™'/ cm™* olarak kullanilmigtir.

A- €.b.c formiilii kullanilarak gerekli hesaplamalar yapilmigtir.
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Sekil 11.1. 95 °C’ lik su banyosundaki MDA 6rnekleri

Sekil 12.1. Buz banyosundaki MDA o6rnekleri

3.2.5. Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidant enzim aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in; 0,2 g bitki dokusu herbir
enzim aktivitesi icin 50 mM KH2POa (pH: 7) 2 ml’ lik tamponlari ile homojenize
edilerek 10.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant enzim

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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3.2.5.1. Katalaz ( E.C. 1.11.1.6.)

Hidrojen peroksitin (H202) su (H20) ve oksijen (O2)’e pargalanmasini katalizler.
Aktivite dlgiimii ise bu reaksiyon sirasinda H2O2’nin su ve oksijene parcalanmasi
sirasinda meydana gelen renk acgilmasinin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.
Aktivite dlglimiinde 3 ml’lik reaksiyon kargimi 1450 pl 50 mM KH.PO.4 tamponu
(pH=7), 1500 pl % 30’ luk H20. ve 50 ul homojenattan olusacak sekilde
hazirlanmus ve 2 dakika boyunca absorbansi dl¢iilmiistiir (Oztiirk, 2002).
Olgiimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan araliktan dakika basma diisen
absorbans miktar1 hesaplanmigs ve katalaz aktivitesi buna gore belirlenmistir.
Hesaplamalarda 1s1ik yolu 10 mm, ekstinksiyon katsayisi (EH202) 0,0394 (mmol X
mm~) alimarak A= &€.b.c formiilinden 240 nm’de, bir dakika igerisinde 1 pmol

H202’nin parcalanmasini saglayan enzim miktar1 belirlenmistir.

3.2.5.2. Peroksidaz (E.C. 1.11.1.7)

Spektrofotometrik olarak peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi igin aktivite
Ol¢timiinde 3 ml’lik reaksiyon karisimi 970 pl 50 mM KH2PO. tamponu (pH=6), %
30 ‘luk 1000 pl H202, 1000 pl guaiacol ve 30 pl enzim ekstraktindan olusacak
sekilde hazirlanmigtir. Reaksiyona aktivite 6l¢iim ortamina en son olarak enzim
¢ozeltisinin ilave edilmesiyle baslanmis ve 470 nm’de 2 dakika boyunca optik
dansitesi kaydedilmistir (Sekil 13.1.). Bir enzim iinitesi bir dakikada 1 pmol
guaiacol’u katalizleyen enzim miktar1 olarak hesaplanmustir (Demir ve Oztiirk,

2003).

Q ey

.

Sekil 13.1. Enzim ilave edildikten sonra 0. ve 120. sn’ ler deki POD 6rnekleri
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3.2.5.3. Askorbat Peroksidaz (E.C. 1.11.1.11)

Spektrofotometrik olarak askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi igin
aktivite Ol¢imiinde 3 ml’lik reaksiyon karigimi 1450 ul 50 mM fosfat tamponu
(pH=7), 750 pul % 30’ luk H20,, 750 pul askorbik asit ve 50 ul enzim ekstraktindan
olusacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon aktivite 6l¢lim ortamina en son olarak
hidrojen peroksitin ilave edilmesiyle baslanmis ve 2 dakika boyunca 290 nm’de
absorbansi kaydedilmistir. Enzim aktivitesi askorbatin ekstinksiyon katsayisi (2.8

mM-1cm™?) kullanilarak hesaplanmistir (Karabal ve ark., 2003).

3.2.5.4. Polifenol Oksidaz (E.C. 1.14.18.1)

Polifenol oksidaz aktivitesinin belirlenmesi igin; 0,2 g bitki dokusu alinarak 2 ml 50
mM (pH:7) tamponu ile homojenize edilmis ve homojenat 12.000 g’ de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Aktivite 6lgtimii igin 3 ml’ lik reaksiyon karigimi 1500 ul
katekol, 1450 ul 50 mM (pH: 8) fosfat tamponu ve 50 ul enzim ekstrakti eklenerek
hazirlanmistir. Aktivite Olgimii bir o-fenol olan katekol’iin oksijen varliginda
kahverengi-sar1 renkli kinona doniismesinin sebep oldugu absorbans artisinin 420

nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir (Oztiirk ve Demir, 2003).

3.2.6. Hidrojen peroksit (H.02) Tayini

H20> tayini i¢in yaprak dokulari (500 mg) 5 ml % 0,1 (w/v) TCA ile buz
banyosunda homojenize edilmistir. Homojenat 15 dk 12.000 g’de santrifiij edilmis
ve siipernatantin 0,5 ml’si 0,5 ml 50 mM potasyum fosfat (pH:7 ) tamponu ve 1 mli
1 M KI” e katilmistir. Daha sonra karisimin absorbansi 390 nm’ de belirlenmis ve
H20, miktar1 standart grafikten yararlanilarak bulunmustur (Velikova ve ark.,
2000).
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3.2.7. Fotosentetik Pigment Tayini

Klorofil a, b miktarlar bitki yapraklarmin % 80 asetonla ekstraksiyonundan sonra
Arnon’a gore belirlenmistir (Arnon, 1949). 0,2 g yaprak dokusu % 80’lik 5 ml
aseton ile porselen havanda homojenize edilmis ve homojenat 15 ml’lik santrifiij
tiiplerine alinarak 3.000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir (Sekil 14.1.). Elde edilen
stipernatantin 645 ve 663 nm’deki absorbanslar1 spektrofotometrede okunmus ve bu
absorbanslar yardimi ile asagida belirtilen formiillerden mg pigment/ml ekstrakt

miktar1 hesaplanmistir.

Klorofil a=12,7 x A663— 2,69 x A645
Klorofil b = 22,9 x A645— 4,68 x A663
Total Klorofil = 20,2 x A645+ 8,02 x A663

Sekil 14.1. % 80’lik asetonla homojenize edilmis bitki numuneleri
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3.2.8. istatistiki Analiz

Kurakliga dayanikli, hassas ve uygulama gruplarindaki farkliliklar Duncan ¢oklu
aralik testine gore P<0,05 onemlilik degerinde analiz edilmistir. Calismada her bir
grup icin 4 tekrar yapilmustir (n=4). Istatistiki analizler SPSS Standart Version
paket programi ile yapilmis olup, kontrol ve uygulama gruplari arasindaki
farkliliklar tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile analiz edilmistir
(Duncan, 1955).
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4. BULGULAR

4.1. Total Protein Miktar1

40 giin boyunca saksilarda sera ortaminda yetistirilen bugday fidelerine diizenli
araliklarla yapilan sulama islemine son verilmis ve 10 giin boyunca kuraklik
stresine maruz birakilmigtir. Sulamanin birakildig: ilk giin 0. giin kabul edilmis
olup bundan itibaren 0, 3, 6. ve 10. giinlerde analizler i¢in toplanan bitki
numuneleri Bradford yontemine gore protein miktarlar1 4’ er tekrarli halde
belirlenmistir. Standart grafik kullanilarak (Sekil 15.1.), elde edilen sonuglar
istatistiki analizlerle hesaplanmis ve gruplar arasindaki degisimler (Sekil 16.1.) ve

miktarlar (Tablo 2.1.) belirlenmistir.

Protein Standart Grafigi

1,4

12
i
£
o e y = 12,266x + 0,1994
R 0,6 R?=0,9742
(=]
O 0,4

0,2

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

PROTEIN KONSANTRASYONU (mg/m)

Sekil 15.1. Total protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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Tablo 2.1. Uygulama gruplarina gore protein miktarlar

Protein 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlar

Haymana 0,1595+0,0046 0,0831+0,0186 0,0351+0,0022 0,3109+0,0156
T98-9 0,2168+0,0113 0,3089+0,0105 0,0644+0,0027 0,0988+0,0005
PMMEI 0,1484+0,0167 0,0867+0,0029 0,18150,0009 0,0664+0,0024
Gerek 0,0632+0,0065 0,1417£0,0004 0,1862+0,0222 0,2620,01
Sultan 0,2426+0,0063 0,0965+0,0016 0,1689+0,0218 0,175+0,005
Pastor 0,1948+0,0051 0,0577+0,0028 0,2457+0,0042 0,071+0,0077
GRK/ 0,1635+0,0042 0,2188+0,0019 0,2227+0,0051 0,0783+0,0102
CTY

Protein miktar1 agisindan kuraklik stresinden en fazla etkilenen Sultan genotipi

olurken, Gerek genotipinde antioksidan savunma sistemindeki artislarla paralel olarak

protein miktar1 da artmistir.
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4.2. Prolin Miktari

Kuraklik stresine maruz birakilan bugday gesitlerindeki prolin miktar1 Oztiirk ve
Demir, (2003) tarafindan yapilan ¢alismada uygulanan prosediire gore belirlenmistir.
Yapilan ¢alismalar 4’er tekrarli yapilmis olup elde edilen sonuglar standart grafik
yardimiyla da (Sekil 17.1.) istatistiki analizlerin sonuglar1 ile birlikte gruplar
arasindaki degisimler(Sekil 18.1.) ve miktarlar (Tablo 3.1.)’ de belirlenmistir.

Prolin Standart Grafik

y=102,32x+0,1931

2,5 R?=0,9969
2
€15
o
oN
un
o 1
)
0,5
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

PROLIN KONSANTRASYONU (mg/ml)

Sekil 17.1. Prolin miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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Tablo 3.1. Uygulama gruplarina gore prolin miktarlar

Prolin 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlar:

Haymana 0,9427+0,0245 1,4244+0,2756 1,1253+0,1019 15,3258+0,2126
T98-9 0,9179+0,3656 | 5,1177+0,6553 14,713140,4619 | 14,6212+0,7838
PMMEI 0,7971+0,0475 7,2482+0,1444 13,4308+0,4160 15,8096+0,0194
Gerek 0,7666+0,1173 6,4449+1,2665 15,881+0,0752 15,8771+0,0728
Sultan 0,7854+0,1100 9,6583+0,6363 15,7275+0,0786 15,7559+0,0280
Pastor 0,7365+0,09 9,1423+1,8408 4,8127+0,8533 15,9259+0,0646
GRK/CTY 0,9535+0,0652 0,4588+0,0851 0,1769+0,0571 12,5004+1,0615

Bir stres gostregesi olan prolin igerigi bakimidan Sultan genotipinde erken kuraklik
doneminde (3.glin) ciddi bir artig goriilmektedir. Diger tiim genotiplerde dikkate
deger prolin birikimi 4-7.giin araliginda ger¢eklesmektedir. Haymana ve GRK/ CTY”

de prolin birikimi 10.giinde ancak farklilik gostermistir.
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4.3. Malondialdehit Miktari

Kuraklik stresine maruz kalan bugday cesitlerinde lipid peroksidasyonu seviyelerinin
belirlenmesi i¢in reaksiyon sonucunda ortaya {irlin olarak ortaya ¢ikan
malondialdehit miktarlar1 Sreenivasulu ve ark., (1999) tarafindan yapilan
calismadaki uygulanan prosediire gore belirlenmistir. Analizler 4’er tekrarli sekilde
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar istatiski analizlere tabi tutularak gruplar

arasindaki degisimler (19.1.) ve miktarlar (Tablo 4.1.)’ de belirtilmistir.
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Tablo 4.1. Uygulama gruplarina gére MDA miktarlari

MDA 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlari

Haymana 0,0165+0,0035 0,051+0,0038 0,0962+0,0112 0,0934+0,0105
T98-9 0,0287+0,0013 0,0402+0,0027 0,0823+0,0082 0,0991+0,0076
PMMEI 0,0147+0,0037 0,0382+0,0076 0,0657+0,0010 0,0609+0,0057
Gerek 0,0518+0,0118 0,085+0,0122 0,1403+0,0162 0,0814+0,0196
Sultan 0,0335+0,0086 0,1333+0,0060 0,1709+0,0034 0,1847+0,0245
Pastor 0,0122+0,0024 0,0904+0,0215 0,0585+0,0171 0,1438+0,0134
GRK/CTY 0,0032+0,0018 0,0065+0,0024 0,0371+0,0024 0,0127+0,0037

MDA igerigi bakimindan en fazla MDA birikimi T98-9 genotipinde goriiliirken,
kurakliga hassas oldugu bilinen Sultan genotipinde ise MDA seviyesi diizenli olarak

stres sartlar altinda yiikselmistir.
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4.4 Antioksidant Enzim Aktiviteleri

Antioksidant enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in 0,2 g bitki numunesi 50 mM
pH:7 fosfat tamponu kullanilarak homojenize edildi ve 10.000 g’ de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant igerisinde gruplara gore enzim aktiviteleri
belirlenmigtir. Katalaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi amaciyla hidrojen
peroksitin kaybolma hizi 240 nm’de izlenmis ve reaksiyon hizina goére 1 g taze
dokudaki enzim miktarlari (Tablo 5.1.) ve gruplar arasindaki degisimler (Sekil 20.1.)
belirtilmistir.

Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi amactyla H-O: ve guaiacol reaksiyona 420 nm’
de Demir ve Oztiirk (2003) tarafindan belirtilen metoda gore EU/gram taze doku
miktarlar1 (Tablo 6.1.) ve gruplar arasindaki degisimler (Sekil 21.1.) belirtilmistir.

Askorbat peroksidaz enzimi i¢in gerceklestirilen analizler i¢in Karabal ve ark. (2003)
tarafindan gelistirilen metot kullanilmistir. Olgiimler 290 nm’de kaydedilerek
askorbat peroksidaz aktivitesi EU/gram taze doku miktarlar1 (Tablo 7.1.) ve gruplar

arasindaki degisimler (Sekil 22.1.) belirtilmistir.

Uygulama gruplari igin polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi Demir ve Oztiirk (2003)’
ye gore belirlenmistir. Aktivite 6l¢iimii katekol’iin kinona ddniismesinin sebep
oldugu absorbans artisinin 420 nm’ de izlenmesi seklinde gerceklestirilmistir.
Polifenol oksidaz aktivitesi EU/gram taze doku miktarlar1 (Tablo 8.1.) ve gruplar
arasindaki degisimler (Sekil 23.1.) belirtilmistir.
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*Pastdr ve Gerek bitkilerinin 10. giin kuraklik stresi sonucunda tiim dokularini kaybetmesi nedeniyle analiz i¢in 6rnekler toplanamamustir.

6.glin



Tablo 5.1. Uygulama gruplarina gére CAT miktarlart

CAT 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlan

90,375+8,3234 119,0825+14,2832 | 22,685+3,8143 36,5433+6,9284
Haymana
T98-9 124,6775+£10,0404 | 56,65+5,7907 82,94+15,2268 55,5025+10,6307
PMMEI 38,3756+4,3749 50,4569+3,1477 5,7868+3,9593 28,1726+3,9601
Gerek 112,0775£16,7152 | 82,99+15,6442 14,025+1,505
Sultan 67,8173+5,0632 40,2792+3,1360 44,0102+4,1691 | 40,1015+5,9293
Pastor 96,2437+10,0507 | 71,4975+10,5323 | 54,2132+11,8657
GRK/ 112,3075+7,0621 | 46,5325+6,7673 | 8,5233+4,0200 | 26,9475+5,5535
CTY
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Tablo 6.1. Uygulama gruplarina gore POD miktarlari

POD 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlan

Haymana 13,2688+0,4434 12,3891+1,0546 | 13,419240,7466 8,8891+2,3997
T98-9 16,7011+0,7586 18,0376+0,5820 | 17,0395+0,6328 17,9605+1,5579
PMMEI 13,733142,5225 18,6485+0,7121 | 16,3872+2,1240 19,8289+1,3127
Gerek 14,75+2,0833 11,4474+1,5719 | 13,391£2,3629

Sultan 9,0414+0,7088 15,6071+1,2684 | 16,4643+1,7622 18,3008+0,1393
Pastor 10,1767+0,5946 12,5132+0,1560 | 13,0226+0,9895 10,7895+0,8107
GRK/CTY 18,7782+0,0623 19,3214+0,0423 | 19,2223+0,0323 19,3647+0,0123

57




89

PIVIIVIEI APX

=

30 Haymana APX T98-9 APX

=
(6]

EU g™! taze yaprak
S S
EU g™ taze yaprak
o (6, o
Il
js)
>
QD
EU g! taze yaprak
= [a=] w
I .
__
[

b b
a
0 0.giin  3.giin  6.giin  10.giin gl Bt Bl gl ° ogin 3.gin 6gin  10.gin
= Gerek APX 3 Sultan APX " Pastor APX
‘g = b & b b
£.10 b P & a
E § %5 ab
: a h by
o0 5 a 'wl o) a
:, B o 5,
0 - - . 0 . 0 . - - "
0.giin 3.giin 6.giin 0.giin  3.giin  6.glin 10- 0.gin  3.gin 6.giin  10.giin
6 GRK/CTY APX
4
s C
:
r 2
on
=
0 . 3. 6. 10.

Sekil 22.1. Uygulama gruplarina gore askorbat peroksidaz enzim aktivitesindeki degisimler

*Gerek  bitkilerinin  10. glin  kuraklik  stresi sonucunda tim dokularim1  kaybetmesi nedeniyle analiz igin Ornekler toplanamamustir.



Tablo 7.1. Uygulama gruplarina gore APX miktarlari

APX 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlar

Haymana 2,5071+0,8905 9,5786+0,7928 9,45+0,2909 21,3857+0,5142
T98-9 3,5679+0,4620 4,15714+0,3015 9,5036+0,9604 5,3893+0,7542
PMMEI 2,6571+0,0726 3,4286+0,2726 2,2071+0,1026 2,2179+0,2006
Gerek 4,1714+0,3377 8,775+0,9679 3,2286+0,3571

Sultan 2,3679+0,0649 2,0786+0,0453 1,7464+0,0667 0,9571+0,0578
Pastor 2,7+0,2693 4,9071+0,4928 7,0393+0,8071 7,9607+0,0543
GRK/CTY | 4,5857+0,2486 2,2821+0,0915 2,6143+0,0524 3,6107+0,5427
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Sekil 23.1. Uygulama gruplarina gore PPO enzim aktivitesindeki degisimler
*Gerek Dbitkilerinin  10. giin kuraklik stresi sonucunda tim dokularimi kaybetmesi nedeniyle analiz i¢in ornekler toplanamamustir.



Tablo 8.1. Uygulama gruplarina gére PPO miktarlari

PPO 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlan

Haymana 2670+785,93 2560+560 3420+780 5700+897,68
T98-9 4200+668,13 6080+335,46 3080+1247,7 3800+243,3
PMMEI 2640+202,7 2520+240 5100+220 5600+211,6
Gerek 2640+382,2 3990+527,5 21604600

Sultan 4840+520,7 3750+453,6 5910+317,7 4200+212,9
Pastor 4760+262,2 2910+251,8 4560+249,7 4760+204,7
GRK/CTY 2960+693,9 2220+60 6720+1440 2120+312,4

PPO ve APX stres sartlar1 altinda benzer davranislar sergilerken erken stres
doneminde hafif artislar gozlemlenmistir. Ozellikle Sultan genotipinde APX
aktivitesi diizenli olarak stres boyunca azalirken, PPO aktivitesinde degisiklik
goriilmemigstir. Diger tiim genotiplerden farkli olarak APX yalnizca GRK/ CTY’ de

azalma gostermistir.
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4.5. Hidrojen Peroksit Miktari

H:0: tayini Velikova ve ark. (2000) tarafindan metoda gore gerceklestirilmistir.
Analizler sonunda standart hidrojen peroksit ile hazirlanan grafik yardimiyla (Sekil
24.1) 1 g taze dokudaki H:O. miktarlar1 (Tablo 9.1.) ve gruplar arasindaki
degisimler (Sekil 25.1.) ifade edilmistir.

H,O, Standart Grafigi

0,35

0,3

0,2

0,15

OD 390 nm

0,1

0,05

0 10 20 30 40 50 60

UM H,0,

Sekil 24.1. H.O: miktarinin hesaplanmasinda kullanilan standart grafik
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Sekil 24.1. Uygulama gruplarina gore hidrojen peroksit aktivitesindeki degisimler



Tablo 9.1. Uygulama gruplarina gore hidrojen peroksit miktarlart

H:O: 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlar

Haymana 1094,7+162,1 1975,1+£32.3 185,6+56,9 2732,2+339,6
T98-9 327,6+£57,6 423,5+45,7 1072,9+233,9 2081,6+343,8
PMMEI 203,7+433 700,5+45,6 232,3434,2 870,5+50,2
Gerek 350,5+83.8 591,1+£30,9 272,2+16,1 505,7+£32.6
Sultan 803,3+£173,6 2149,4+100,8 495,1+17,4 574,2+126,1
Pastor 513,8+107,1 833,2+71,8 318,2+57.9 1302,6+63,9
GRK/CTY 546,1£37,5 1099,7+55,2 389,8+15,9 257,2+47,1

Hidrojen peroksit icerigi bakimindan tiim uygulama gruplarinda erken

stres

doneminde H:O: igerigi artarken, bitkilerin antioksidan savunma mekanizmalarini

devreye sokmasiyla H20: ileri asamada T98-9 genotipinde diigmeye baglamistir.

Fakat 10. glinlin ardindan protein ve enzimlerin yapisindaki bozulmalar, bitki

homeostazisini etkilemis bu da H>O: miktarinda farkli artiglarin gézlemlenmesini

saglamistir.
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4.6. Fotosentetik Pigment Miktarlar:

Toplam klorofil, klorofil a ve klorofil b miktarlarinin belirlenmesi amaciyla Arnon
(1949), denklemleri kullanilmistir (Oztiirk ve Demir, 2003). Bitki dokularinin aseton
ekstrelerinin 645 ve 663 nm ‘deki absorbanslari kullanilarak ilgili denklemler ile
fotosentetik pigment hesaplamalr1 yapilarak Sekil 26.1. , 27.1. ve 28.1.” de 1 gram

taze doku basina pigment miktarlarindaki degisimler ve miktarlar1 Tablo 10.1., 11.1.

, 12.1.” de ifade edilmistir.
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Tablo 10.1. Uygulama gruplarina klorofil A miktarlar1

Klorofil A 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlarn

Haymana 23,91+2,49 15,74+0,78 7,62+0,91 6,19+0,67
T98-9 17,79+1,14 23,11+1,34 12,02+0,45 15,48+1,11
PMMEI 10,20+2,49 16,21£2,03 9,42:1,22 23,68+3,30
Gerek 24,59+4,59 24,83+0,91 27,64+1,15

Sultan 25,77+£2,33 29,16+0,55 16,55+2,75 7,17+£0,48
Pastor 16,6+2,52 9,12+0,90 3,96+0,23 7,34+0,53
GRK/CTY 13,62+1,02 8,133+0,60 2,44+0,11 1,93+0,03
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Tablo 11.1. Uygulama gruplarina gore klorofil B miktarlari

Klorofil B 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Miktarlan

Haymana 6,72+0,61 4,44+0,50 3,18+0,47 3,20+0,34
T98-9 5,25+0,38 5334017 3,63+0,19 5,18+0,41
PMMEI 3,93+1,08 4,76+1,02 3,26+1,08 12,88+1,05
Gerek 16,4240,41 8,76+0,72 17,1+1,18

Sultan 27,1+0,62 13,63+1,61 10,12+2,38 2,68+0,73
Pastor 5,61+£0,81 3,03+0,44 1,49+0,29 3,68+0,13
GRK/CTY 4,45+0,04 2,67+0,43 0,81+0,09 0,78+0,02
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Tablo 12.1. Uygulama gruplarina gore toplam klorofil miktarlari

Toplam 0.giin 3.giin 6.giin 10.giin
Klorofil

Miktarlan

Haymana_ 23,24+2,30 16,49+3,11 10,80+1,38 9,39+1,01
T98-9 23,04+1,53 21,49+0,83 15,65+0,56 20,66%1,52
PMMEI 14,13+3,62 18,20+4,38 12,68+1,76 36,55+6,17
Gerek 41,0142,54 33,59+1,60 44,87+121

Sultan 42,31+8,28 42,78+0,15 26,67+3,53 9,85+1,15
Pastor 22,26+2,66 12,16+1,10 5,45+0,31 1,03+0,63
GRK/CTY 18,07+0,30 10,80+0,60 3,254+0,08 2,71£0,01

Fotosentetik pigment kompozisyonu bakimindan tiim uygulama gruplarinda ciddi bir
azalma goriliirken, Sultan genotipinde 6. giin kuraklik stresi itibariyle toplam
klorofil miktarlar1 diigmistiir. Gerek genotipindeki bitkilerin 10. giin itibariyle tiim

vejetatif dokularin1 kaybetmesi nedeniyle analiz gergeklestirilememistir.
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5. SONUC

Diger tiim canlilar gibi bitkiler de yasadiklar1 ¢evrenin olumsuz kosullarindan negatif
olarak etkilenmektedir. Bu olumsuz ¢evre kosullar1 biyotik ve abiyotik stres olarak
gruplandirilmaktadir. Biyotik stres kosullar1 arasinda patojenler, diger canlilar gibi
unsurlar yer alirken abiyotik stres kosullart igerisinde de kuraklik, tuzluluk, sicaklik,
don gibi faktorler yer almakta ve bunlar arasinda da kuraklik ve tuzluluk bitkilerin
biiylimesini ve yasamasini olumsuz olarak etkileyen faktorlerin baginda gelmektedir.
Yapilan bazi caligsmalara gore 2050 yilina kadar, tarimda kullanilan ekilebilir
arazilerin nerdeyse % 50’ sinden fazlasimin kuraklik stresinden Onemli derecede
etkilenecegi belirtilmistir (Vinocur ve Altman, 2005). Kuraklik stresi genellikle
bitkilerde ozmotik etkiye sebep olmakta, bunun sonucunda da biiyiime inhibisyonu,
toksik olmayan bazi bilesiklerin sentezi ve dogal veya tarimsal yasam alanlarindaki
hiicrenin ozmotik potansiyelinde artis gibi sonuglar goézlenmektedir. Bitkilerin
kuraklik tolerans1 genellikle antioksidan enzimlerdeki degisiklikler ve H-O:
seviyesinin belli bazi sinirlar i¢erisinde korunmasi ile saglanabilmektedir. Su stresi,
Kloroplastlarda, mitokondride ve peroksizomlarda ROS' un, 6zellikle O2- ve H20:
birikiminin artmasi nedeniyle artmis oksidatif stres ile iligkilidir. Antioksidant enzim
aktivitelerinin indiiksiyonu, bitkilerin oksidatif stresleri asmak i¢in kullandiklari

genel bir adaptasyon stratejisidir (Foyer ve Noctor, 2003).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda kuraklik stresine bir cevap olarak hiicre igerisinde
hidrofilik total protein miktarinda da degisiklikler g6zlenmistir. Analiz edilen 7 farkl
genotipde de genellikle istatistiksel olarak onemli sayilabilecek derece protein
miktarinda goreceli olarak artis gozlenmistir. Bu artisi hiicre i¢i antioksidant
savunma sistemlerinden olan antioksidant enzimlerin sentezindeki aktivitelerin,
saglamis olmasi kuvvetle muhtemeldir. Kukreja ve ark. (2005) tarafindan su stresine
yanit olarak peroksidaz ve sliperoksit dismutaz aktivitesinde c¢esitli artiglar
bildirilmistir. SOD aktivitesi, kurakliga duyarli ve kurakliga dayanikli pek cok bitki
¢esidinde H:0: tiretmek tizere O2 radikalini temizlemekten sorumlu enzim olarak
kabul edilmektedir. Genellikle H2.O. seviyelerindeki kuraklikla beraber meydana
gelen bu artislar SOD aktivitesiyle iliskilendirilebilir. H.O2'nin abiyotik ve biyotik
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stres faktorlerinin etkisiyle miktarinda meydana gelen artiglarin ayn1 zamanda son
derece kompleks bir islem olan sinyal iletim mekanizmalarinda da rol aldig1 pek ¢ok
arastirici tarafindan belirtilmistir (Smirnoff, 1998; Bano ve ark., 2012). H20. igeren
birgok stres reaksiyonu vardir. H2O>'nin homeostazi ¢cogunlukla katalazin diizenleyici
islevleri sayesinde saglanmaktadir. Bu nedenle, ROS ile antioksidan sistem
arasindaki denge hayatta kalma ve strese adaptasyon icin son derece dnemlidir. CAT,
bugdayin fide yapraklarindaki yiiksek konsantrasyondaki H20:’ 1 etkili bir sekilde
parcalayabilir ve H:0: tarafindan iiretilen OH' nin hasarin1 azaltabilir. Bitki
hiicrelerinde hidrojen peroksit seviyesi CAT tarafindan kontrol edilir. POD, farkli
bitki dokularinda yaygin olarak bulunan ve H:0: katabolizmasinda yer alan bir
antioksidant enzimdir. Bu enzimin, hidrojen peroksit konsantrasyonundaki hafif
degisiklikleri kontrol etme etkisi vardir. Tayebeh ve Hasan (2010), POD
izoformlarinin, su stresinden sonra yagli tohumlu bitkilerde say1 ve yogunlugu
artirma kabiliyetine sahip oldugunu bulmustur. POD' lar, bitki biliylimesi, gelisimi,
lignifikasyonu, suberizasyonu ve hiicre duvari bilesiklerinin ¢apraz baglanmasini da
etkiler (Passardi ve ark., 2005). Arastirmalar, genellikle kurakliga dayanikl bitkilerin
siklikla stres kosullar altinda hassas bitkilerden daha yiiksek POD aktivitesine sahip
oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2014). Bu tez ¢alismasinda Sultan, PMMEI ve
Haymana variyetelerinde POD aktivitesinde artis gézlemlenirken diger uygulama
gruplarinda strese bagli olarak POD aktivitesinde kayda deger bir degisim
gozlemlenmemistir. Hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonun, cesitli
derecelerde strese maruz kalan tiim hiicrelerin membranlarindaki su stresi tizerindeki
en zorlu ve zararl etkilerden biri oldugu sdylenmektedir (Thankamani ve ark. 2003)
ve MDA igerigi agisindan olciilen lipit peroksidasyon derecesi, herhangi bir bitkinin
maruz kaldig1 stresin seviyesini belirleyen belirleyicilerden biridir. Kuraklik stresi bu
caligmada kullanilan bitki genotiplerinde de MDA seviyesinde dikkate deger artiglara
neden olmustur. Gerek ve GRK/CTY genotiplerinde 6. giin itibariyle en yiiksek
seviyesine ulasan MDA miktarinda 10. giinde diisiis gozlemlenmistir. Bu durumda
Ozellikle membran lipidlerinin strese bagli olarak kaybolmaya basladiginin ve bitki
hemostazis durumunun yavas yavas ortadan kalkmaya basladiginin bir gostergesi
oldugu diistiniilmektedir. Chakraborty ve Pradhan (2012) bugday iizerinde yaptiklari

kuraklik c¢aligmalarinda klorofil icerigindeki azalma ve prolin birikiminde bir artis
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gbzlemislerdir. Baz1 aragtirma gruplar1 da su stres kosullarina maruz kalan bitkilerde
daha yiiksek prolin seviyeleri bildirmistir. Yapilan bu tezde tiim uygulama
gruplarinda 6zellikle 10. kuraklik giinii itibariyle prolin seviyesinde son derece ciddi
artiglar belirlenmistir. Bu da bitkilerin kuraklik sonu strese girdiklerini ve de
organizmanin kendi i¢ biinyesinde pek ¢ok biyokimyasal ve fizyolojik antioksidant
savunma mekanizmasinin devreye girebilmesi i¢in yeterli sinyalin olusmasini
saglamistir. Fotosentetik pigment seviyeleri ise stres sartlar1 altinda farkli uygulama
gruplarina gore degisiklik gosterirken, toplam klorofil miktart bakimindan gesitler
arasinda diistisler gozlenmistir. Klorofil a’ da kuraklik sartlarina bagl olarak ciddi
oranda meydana gelen klorozis, klorofil b’de ¢ok daha az gergeklesmistir. Bu
durumda total klorofil igerisindeki dormant tipin klorofil a olmasiyla birlikte
diisiiniildiiglinde, bitkilerdeki total klorofil havuzunda klorofil b’ye diisen pay

oransal olarak artig gostermistir.

Yapilan kuraklik stresi tez calismasinda 7 farkli bugday genotiplerinden kurakliga
kars1 fizyolojik olarak en hassas olan genotipler Gerek ve Haymana olarak
belirlenmistir. Pastor ve Sultan genotiplerinde kurakliga toleransin digerlerine oranla

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak; kurakligin giinbegiin artis gosterdigi diinyamizda c¢esitli bugday
genotiplerinin kuraklik stresine kars1 farkli mekanizmalarla, farkli seviyelerde cevap
verdigi goriilmiistiir.Elde edilen veriler kuraklik sartlarina daha ¢ok adapte olabilen
yeni genotiplerin gelistirilmesinde fizyolojik olarak diger arastirmalara 1s1k

tutacaktir.
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