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BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) KURAKLIK STRESINDE a-TOKOFEROL
UYGULAMASININ BAZI FiZYOLOJIiK VE MOLEKULER OZELLIKLER
UZERINE ETKISi
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Danisman: Yrd. Dog. Dr. Murat AYDIN

Bugday tarimsal tiretimde ilk akla gelen, olduk¢a 6nemli bir serin iklim tahilidir. Bu
Onemli tahilin verimini sinirlandiran en Oonemli etken ise kurakliktir. Bu arastirmada
kurakliga hassas Karasu 90 ve toleransli Kirag 66 olmak iizere iki ayr1 bugday c¢esidi
kullanilarak PEG 6000 ile olusturulan kuraklik stresinin [0 (saf su), -6 ve -8 bar] ve a-
tokoferol uygulamasinin (0, 50 ve 100 mg/L) yaprak klorofil miktar1 (SPAD), hiicre
membran hasar1 (%) ve nispi su igerigi (%) ile retrotranspozon kaynakli polimorfizme
olan etkisi incelenmistir.

Arastirma sonucunda bugdayda kuraklik stresiyle yaprak klorofil miktari, hiicre
membran hasar1 ve nispi su igerigi degerleri ¢esitler aras1 farklilik gostermekle beraber
her iki ¢esitte de azalmis, a-tokoferol uygulamasiyla bu degerlerde iyilesme
gbzlenmistir. Yine, kurakligin retrotranspozon polimorfizminde artisa ve GTS
(Genomik Kalip Kararlilif1) oraninda azalisa neden oldugu, kuraklik stresinde
uygulanan a-tokoferol uygulamasinin ise retrotranspozon polimorfizminde azalisa ve
ayni zamanda GTS oraninda artisa neden oldugu belirlenmistir.

2016, 110 sayfa

Anahtar Kelimeler: SPAD, hiicre membran hasari, nispi su igerigi, retrotranspozon,
IRAP



ABSTRACT
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EFFECT OF a-TOCOPHEROL TREATMENT ON SOME PHSIOLOGICAL
AND MOLECULAR PROPERTIES IN WHEAT (Triticum aestivum L.) UNDER
DROUGHT STRESS
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Wheat that come to mind first in agricultural production is a very important cool season
cereal. The drought is the most important factor restrict yield of this cereal. In this
study, effects of drought stress formed with PEG 6000 [0 (distilled water), -6 and -8
bar] and a-tocopherol treatments (0, 50 and 100 mg/L) on leaf chlorophyll content
(SPAD), cell membrane damage (%) and relative water content (%) as well as
retrotransposon induced polymorphism were investigated using two wheat cultivars,

drought-sensitive Karasu 90 and tolerant Kirag 66.

In the result of the study, leaf chlorophyll content, cell membrane damage and relative
water content values were decreased in both cultivars under drought stress although
there are differences between cultivars. These values were improved with a-tocopherol
treatments. Also, it was determined that drought caused an increase in retrotransposon
polymorphism and a decrease in GTS (Genomic Template Stability) value, but o-
tocopherol treatment caused a decrease in retrotransposon polymorphism and an

increase in GTS (Genomic Template Stability) value under drought stress.

2016, 110 pages

Key Words: SPAD, cell membrane damage, relative water content, retrotransposon,
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ABA - Absisik Asit

AFLP : Amplified fragment length polymorphism (Cogaltilan par¢a uzunlugu
farkliligr)

bp : Base pair (baz gifti)

°C . Sicaklik

CAT : Katalaz

CO, : Karbondioksit

CpG : Guanozin tarafindan takip edilen metillenen sitozin bolgesi

CRED-RA : Coupled restriction enzyme digestion-random amplification (Cift

restriksiyon enzimi kesimi ve rastgele ¢ogaltim)

CTAB : Setil trimetil amonyum bromiir ¢cogaltim polimorfizmi

da : Dekar

2,4-D : 2,4-diklorofenoksaketik asit

dH,0 : Distile Su

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EC : Elektriksel Iletkenlik

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit elementler

ETS . Elektron Tasinim Sistemi

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations (Birlesmis

Milletler Gida ve Tarim Orgiitii)

Fm : Maksimum floresans (maximum fluorescence)

Fo : 1lk floresans (initial- minimal fluorescence)

Fv : Degisken floresans (variable fluorescence)

g : Gram

GPx . Glutatyon Peroksidaz

GTS : Genomic Template Stability (Genomik Kararlilik Sabitligi)
H.0, : Hidrojen Peroksit

HCI : Hidroklorik Asit
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IRAP . Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism (Ig-Retrotranspozon

Cogaltma Polimorfizmi)

ISSR . Inter-Simple Sequence Repeat

iPBS . inter-Primer Binding Site (primer baglanma bélgeleri arasi ¢ogaltim
yontemi)

kcal : Kilokalori

kg : Kilogram

L . Litre

LEA : Late Embryogenesis Abundance (Ge¢ Embryogenezis Proteinleri)

LOO’ : Lipid Peroksil

LPO : Lipid Peroksidasyon

LTR : Long terminal repeats (Uzun Ug Tekrarlar)

M : Molar

MDA : Malondialdehit

m? : Metrekare

Mg : Magnezyum

mg : Miligram

ml . Mililitre

mM : Milimolar

mPa : Mega Pascal

NaCl : Sodyum Klortir

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

NaOClI : Sodyum Hipoklorit

ng : Nanogram

NNI : Nispi ( Oransal ) nem igerigi

NO3 - Nitrat

0, : Oksijen

O, : Siiperoksit

oD : Okuma degeri

OH° : Hidroksil Radikali

PBS : Primer Binding Site (Primer Baglanma Bolgesi)

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
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RNA
RNAI
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: Polietilen Glikol

: Power of Hydrogen (Cdzeltinin asitlik veya bazlik derecesi)
: Polymorphic Information Content (Polimorfik Bilgi Icerigi)
: Parts per million (milyonda bir birim)
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Quantitative PCR (real-time PCR Polymerase Chain Reaction
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: Retrotansposon Based Insertional Polymorphism (Retrotranspozon
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1. GIRIS

Gerek uygun iklim kosullari, gerekse cografi durumu, zengin toprak yapisi ve {iriin
cesitliligine sahip iilkemiz ic¢in tarim en Onemli ge¢im kaynaklarindan biridir.
Ulkemizde tarim sektorii, elde edilen mahsullerin beslenme ve sanayide hammadde
olarak kullanimi, sagladigi is imkani ve ihracat olanaklar1 saglamasi agisindan
ekonomik anlamda da olduk¢a 6nemli bir sektordiir (Koca vd 2010). Tarim sektoriinde

insan beslenmesinde kullanilan en ©6nemli iiriin beslenmemizde genis yer tutan

ekmeginde hammaddesi olan bugdaydir (Dhanda et al. 2004).

Bugday (Triticum aestivum L.), arpa (Hordeum vulgare L.), yulaf (Avena sativa L.),
cavdar (Secale cereale L.), misir (Zea mays L.) ve geltik (Oryza sativa L.) bugdaygiller
(Poaceae) familyasinin 1slahi yapilmis tek yillik otsu bitkileridir. Triticeae takimi
bugday ve arpa da dahil olmak {izere 15'den fazla cins ve 300 tiir igeren takimlardan
biridir. Poaceae familyasinin Triticeae takimina ait olan bugdayin ¢igekleri
basakgiklardan meydan gelmistir. Her basakeik 2-5 ¢icek tasir ve her basak¢igin dibinde
karsilikli iki tagtyict yaprak vardir (Briggle and Reitz 1963). Kromozom sayilarina gore
bugday, diploit (2n=14), tetraploit (2n=28) ve hekzaploit (2n=42) olarak {i¢ gruba
ayrilir. Ekmeklik bugday (Triticum aestivum), makarnalik bugday (Triticum durum) ve
Triticum compactum 6nemli tiirlerdir (Briggle 1967).

Bugday diinya niifusu i¢in olduk¢a 6nemli ve stratejik bir tahil iirlintidiir. Diinyadaki 2
milyar insan (Diinya niifusunun %36’s1) i¢in temel besin kaynagi olan bugday tanesinin
yap1 olarak bilesiminde karbonhidrat, yag ve protein ve hatta insan ve hayvan
beslenmesinde de 6nemi fazlaca olan vitaminler de bulunmaktadir (Kiin 1988). Diinya
niifusu beslenmesinde gerekli karbonhidratin %55’ini, kalori ihtiyacinin ise %20’sini

bugdaydan karsilamaktadir (Breiman and Graur 1995).

Bugday, diinyada kiiltiirii yapilan tahil bitkileri arasinda yaklasik 218,5 milyon hektarlik

ekilisi ile ilk sirada, 713,2 milyon tonluk iiretimle misirdan sonra ikinci sirada yer alan



en 6nemli tarim iiriiniidiir (FAO 2013). TUIK 2015 yili verilerine gore iilkemizde
toplam arazimizin (38,566 milyon hektar) 15,378 milyon hektarinda tahil {retimi
yapilmaktadir. Bu alanin %67’sinde bugday {retimi (7,867 milyon hektar)
gerceklestirilirken, %24’linde arpa, %6’sinda misir iiretimi yapilmaktadir. Bu iriinleri
strastyla ¢avdar (%1,3), celtik (%1,1), yulaf (%0,8) ve tritikale (%0,3) iiretimi takip
etmektedir. Uretim acisindan ise; 2015 yil1 toplam tahil iiretimi 38.637.138 ton, bugday
tiretimi ise 22.600.000 tondur. Verim konusunda ise 2015 yil1 i¢in bugday 287 kg/da’dir
(TUIK 2015) . Bu verilerden de anlasilacag1 gibi basta bugday olmak iizere hububat

tiriinlerinin, tilkemiz i¢cin hem ekonomik hem de sosyal agidan 6nemi oldukca fazladir.

Diinyada ve iilkemizde bugdayin iiretiminde ozellikle gevresel faktorler gibi farkli
sebeplerle yasanacak diisiis, bugdayin hammadde olarak kullanildig: ¢esitli gidalarda ve
ozellikle ekmek fiyatinda yiikselmeye neden olacak bunun sonucunda bu olumsuzlugu
yasayan ilke ekonomisini kotii yonde etkileyecektir (Yildiz vd 2010).  Ciinki
tilkemizde bugdayin tarimi biiyiik oranda kuru kosullarda gerceklesmekte, dolayisiyla
verim ve c¢ift¢inin bu liretimden elde ettigi gelir diisiik olmaktadir. Kiiresel iklim
degisikligine bagl olarak kurakligin etkisinin daha da artacagi dikkat edildiginde bu
sorunlar ciddi boyutlara ulasacaktir (Kapluhan 2013) .

Biitiin canlilar yasam evreleri boyunca c¢evreleri ile devamli etkilesim halinde
bulunmaktadir. Canlilarda stres ise canlinin olumsuz c¢evre kosullarina maruz kaldigi
andaki yani strese girdiginde disariya verdigi tepkidir (Lewitt 1972). Biyolojik stres,
bitkilerin biyolojik olarak gorevlerini gerceklestirememesi ve kendi sistemlerinde
bozulmalara sebep olmasi olarak tanimlanir. Bitkilerde stres; bitkilerin elverissiz ¢evre
kosullarinda yasamasi nedeniyle biiylimesinin herhangi bir evresinde ortaya ¢ikan ve
bitkinin yapisinda olumsuz degisiklige neden olarak bitkinin biiylime ve gelismesinde
gerilemeye sebep olan faktorlerdir (Lewitt 1972). Dolayisiyla stres bitkinin biyolojik
aktivitesinin azalmasina, normal fonksiyonlarinda degisime neden olarak, bitkinin

oliimiine sebep olacak zararlara neden olmaktadir (Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005).



Abiyotik ve biyotik olmak iizere stres faktorleri iki gruba ayrilir (Lewitt 1972; Mahajan
and Tuteja 2005). Cizelge 1.1’de belirtildigi iizere, abiyotik stres faktorleri kendi
arasinda ise fiziksel (kuraklik, mekanik etkiler, tuz, 151k, yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik,
su baskin1 vb) ve kimyasal (toksinler, zirai ilag, hava kirliligi vb) stres olarak ikiye
ayrilir.  Biyotik stres faktorleri ise yabanct otlar, bdcekler, hayvanlar,
mikroorganizmalar, patajonler (bitki hastaliklari)’dir. Abiyotik stres faktorlerinden
fiziksel stres, bitkinin biiylime ve gelismesinin gerceklestigi ortamlarda fiziksel olarak;
kimyasal stres ise bitkinin biiyiime ve gelismesinin gergeklestigi ortamlarda kimyasal

olarak zarar gordiigli kosullardir.

Cizelge 1.1. Bitkilerde abiyotik ve biyotik stres olusturan bazi faktorler (Lewitt 1980)

ABIYOTIK FAKTORLER BIYOTIK FAKTORLER
FiZIKSEL KIMYASAL
Su Hava kirliligi Hastalik etmenleri (patojenler)
Tuzluluk Tuzlar Yabani bitkiler
Sicaklik Pestisitler Bocekler
Isik Toksinler Mikroorganizmalar
Bitki besin Bitki besin Hayvanlar
maddeleri elementleri
Radyasyon Toprak pH’s1
Mekanik etkiler
(kar,buz ortiisii)

Tuzluluk, kuraklik, diisiik ve yiiksek sicaklik gibi abiyotik stres kosullar1 ve oksidatif
stres, tiim diinyadaki tarimi ve bitki iiretiminden elde edilen verimi olumsuz ydnde
etkilemektedir (Wang et al. 2003). Bu stres faktorleri arasinda kuraklik, %26 ile diinya
tarim alanlarinda bitki iiretimini kisitlayan en 6nemli stres faktoriidiir (Kutlu 2010).
Ashraf and Foolad (2007), Diinya tarim alanlarinin yaklasik %45 nin kuraklik stresine

maruz kaldigin1 belirtmislerdir.

Kuraklik etkileri bakimindan farkli sekillerde tanimlanmistir. Sahin ve Sipahioglu
(2003) na gore kuraklik; stres halindeki canlinin yasamini olumsuz yonde etkileyen,
ciddi derecede iklimsel sorunlarin olusmasina neden olan, afete sebebiyet veren, suya

bagimli olan insanligin yagsam sartlarin1 zorlastiran gevresel kaynakli bir doga olayidir.



Bir bagka arastiriciya (Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005) gore kuraklik, stres altindaki
bitkinin hiicre yapisinin, metabolizmasinin bozulmaya ugramasinin yani sira enzimatik
faaliyetlerinin durmasina sebep olacak kadar fazla su kaybetmesidir. Govender (2009)
ise kuraklik stresini, bitkinin biiylime ve gelismesi, hayatini siirdiirebilmesi i¢in gerekli
olan suya ulasamamasi olarak tanimlamistir. Kurakligin olusmasi yagisin bulunmadigi
zamanda evapo-transpirasyon hizina ve topragin su tutma durumuna baglidir

(Shiklomanov and Balonishnikova 2003; Kutlu 2010).

Kuraklik genel 6zellikleri bakimindan degerlendirildiginde 3 sinifa ayrilir. Birincisi agir
kuraklik (ivegen, akut) yani kurakligin siddetinin fazla oldugu kuraklik, ikincisi stirekli
kuraklik (kronik) yani kurakligin siiresinin fazla oldugu kuraklik, {giincilisii ise
fizyolojik kuraklik yani ortamda yeterli su bulunmasina ragmen bitkinin bu sudan

fizyolojik durumu sebebiyle yararlanamadigi kuraklik ¢esididir (Eris 1990).

Kuraklik, bitkinin yetisme kosullarinin bozulmasiyla beraber {iriin yetistiriciligini
olumsuz yonde etkileyerek, bitkinin fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yapisini bozar (Wang et al. 2001). Bu stres sartlar1 diinya iizerinde yetistirilen iriinlerde

azalma ve lrlin veriminde yaridan fazla disiikliige neden olmaktadir (Wang et al.
2003).

Stres kosullar1 altinda bulunan bitki, stres altinda gecen siireye ve stresin siddetine bagl
olarak gelismesinde, veriminde, iiriin miktar1 ve kalitesinde gerileme olur. Stresin arttig1
durumlarda bitkinin 6liimiine dahi sebep olur. Sonu¢ olarak kurakligin etkisi siireye
baghdir (Oztiirk 2015). Fakat kurakliga dayanikli bitki gesitleri ayn1 stres sartlarinda
metobolik faaliyetlerini siirdirmektedirler (Sairam et al. 1990; Mosaad et al. 1993).
Bitki yasama evresinin ilk donemi olan biiylimesinde kuraklik stresine maruz kalirsa,
bitkinin diger yagam evreleri olan gelismesi ve verimlerinde dnemli derecede diisiislere

sebep olur (Tuberosa 2012; Turner et al. 2014).

Kuraklik stresinin siiresi hiicre bazinda da olumsuz etkilere sahiptir. Bitkinin kuraklik

stresi altinda gecirdigi stire arttik¢a hiicre bliylimesinde azalma goriiliir. Bunun disinda



diger etkilere, tohum ¢imlenme oraninda azalma, solunum oraninda diisiis, bununla
baglantili olarak fotosentez mekanizmasinda da diisiis veya stres sartlari arttikca durma,
klorofil yapisinda bozulma, yaprak biiyiikliiglinde diislis, meyve ve tane yapisi ve
bunlarin veriminde azalma, enzim aktivitesi ve uriin kalitesinde azalma verilebilir

(Blum 1988).

Kuraklik stresi altindaki bitki ilk evrelerinde metobolizmasi i¢in gerekli olan suya daha
fazla ihtiya¢ duymasi nedeni ile govdesi ile paralel olarak bitki boyunun uzamasini
geriletip, koklerinin uzamasim tesvik eder (Oztiirk 2015). Kurak sartlarda fotosentezde
bir gerileme olur ve bununla beraber bitkinin silirglin gelisimi azalir. Fotosentez
mekanizmasinda rol alan iirlinler, kuraklik stresi altindaki bitkinin kok gelisimi i¢in kdk
bolgesine iletilir. Ayrica kokteki canli ve aktif hiicreleri sicak ve kurak topragin
olumsuzluklarindan korumak i¢in bu bdlgede kalin ve mantarimsi bir doku tabakasi
olusur (Oztiitk ve Se¢men 1992). Kuraklik stresinde yiizey genisligi arttikga su
kaybinda ayni oranda artacagindan strese maruz kalan bitkilerde yaprak kaybi veya ilk

asamalarda yaprak biiyiimesinde yavaslama goriiliir (Goksoy ve Turan 1991).

Kuraklik stresinin oldugu durumlarda bitkinin govde hatta yaprak biiylimesi kok
gelisimine gore daha hassastir (Saglam 2004). Kuraklik siddetinin daha da artmasi
durumunda yaprak sayis1 ve alan1 azalir, kok ve govde gelisiminde tamamen durma olur
(Anjum et al. 2011; Oztiirk 2015). Kuraklik stresiyle bitkide kok sisteminin gelismesi,
yaprak bilylimesinin durmasi ve iizerinin tiiylerle ya da mumsu tabakayla kaplanmasi,
bitkinin stomalarin1 kapatarak su kaybini azaltmasi gibi etkiler goriiliir (Goksoy ve

Turan 1991).

Kuraklik stresi yaprak biiyiikliigiinii, govde uzamasini, kok cogaltimini azaltmaktadir.
Kurakligin en 6nemli etkisi bitki gelisimi ve verime olan etkisidir. Kurakligin 6ncelikli
etkisi ¢imlenmeyi ve fide tesisinin kurulumunu engellemesidir. Kuraklik stresinin
¢imlenmeyi ve fide tesisini ciddi bir sekilde azalttigi bildirilmistir (Giirbiiz vd 2009).
Celtikte yapilan ¢aligmalarda (Tripathy et al. 2000; Manikavelu et al. 2006) vejetatif

donemdeki kuraklik stresinin bitki gelisimini ve biiylimesini azalttig1 belirlenmistir.



Biiylime, hiicre boliinmesi, hiicre biiyltimesi ve farklilagsmasi ile gergeklesir ve biiyiime
genetik, fizyolojik, ekolojik, morfolojik olaylar1 ve bunlarin interaksiyonunu igerir.
Bitki gelisiminin bitki bliylimesinin niteligi ve niceligi su eksikligi tarafindan etkilenen
bu olaylara baghdir. Hiicre gelisimi turgor basincindaki azalma nedeniyle kurakliga en
duyarl fizyolojik siire¢lerden biridir (Taiz and Zeiger 2006). Ciddi su eksikligi altinda
uzayan hiicrelere ksilemden su akisinin engellenmesi nedeniyle yiiksek bitkilerin
uzamasi engellenebilir (Nonami 1998). Kuraklik stresi altinda mitoz, hiicre uzamasi ve
genislemesindeki bozulmanin bir sonucu olarak bitki boyu yaprak alani ve iiriin gelisimi

azalir (Giirbliz vd 2009; Hussain et al 2011).

Birgok bitki tlirtinde kurakligin meydana geldigi zaman ve siiresine gore verimde
azalisa neden oldugu bildirilmistir. Kuraklik stresinin bitkiye gosterdigi etkilerden tane
verimindeki diisiisii inceleyen farkli arastirmacilar, basaklanma donemine yakin goriilen
su stresinin erken donemde goriilen su stresine gore tane verimi ilizerine daha etkili
oldugunu belirtmislerdir (Musick et al. 1990; Leithold et al. 1997; Cetin vd 1999).
Arpada tane dolum donemindeki kurakligin verimde %49-57 azalttigi bildirilmistir
(Samarah 2005). Yine misirda yapilan ¢alismalarda tane dolum dénemindeki kurakligin
%79-81 (Rolando et al. 2015), tohum tutma dénemindeki kurakligin ise verimde %63-
87 (Kamara et al. 2003) oraninda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Bugdayda ise
kuraklik stresi verimde %63 oraninda azalma meydana getirmistir (Fischer et al. 1998).
Diyarbakir ekolojik kosullarinda makarnalik bugday genotipleri ile yapilan kuraklik
calismasinda genotiplerin veriminde ve verim Ogelerinde azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Calismada genotiplerin ortalama veriminde %61 oraninda azalma

goriilmiistiir (Kili¢ ve Yagbasanlar 2010).

“Dogu-88” bugday c¢esidinde kurakligin bitki verim Ogelerine etkisi konusunda
arastirma yapilmis ve yapilan denemede tane verimi, birim alandaki tane sayist ve bin
tane agirhig kriterleri incelenmistir. Iinceleme neticesinde sil, erken kuraklik stresinin
sulu yetigsme sartlarina gore tane veriminde %40.6, birim alandaki tane sayisinda %44.4,
1000 tane agirhiginda %6.9 oraninda azalmaya sebep oldugu sonucuna varilmistir. Geg

kurak kosullariysa, yesil dokulardaki yaslanmayi arttirmig, daha kisa yesil alan siiresi



(27.5 gilin), daha diisiik 1000 tane agirlig1 ve tane veriminde diisiise sebep olmustur.
Tam kuraklik sartlarinin sulu sartlarina gore birim alandaki tane sayisint %54.9, tane

agirhgint %19.9, tane verimini ise %65.6 oraninda diisiirdiigiinii belirlemistir (Oztiirk
1999).

Bitkilerde verimi belirleyici bir¢ok fizyolojik siirecler su stresinden etkilenmektedir.
Nispi su igerigi, yaprak su potansiyeli, stoma direnci, transpirasyon orani, yaprak
sicaklig1 ve bitki ortii sicakligi bitki-su iligkisini etkileyen 6nemli 6zelliklerdir. Bugday
yapraklariin nispi su icerigi yaprak gelisiminin baslangicinda daha yiiksektir ve yaprak
olgunlagmasi ve kuru madde birikimi ile birlikte azalmaya baglamaktadir (Siddique et
al. 2000). Su stresi altindaki bugdaylarin nispi su igeriginin normal kosullardakilerine
gore daha diisiik su igerigine sahip oldugu belirlenmistir (Siddique et al. 2000).
Kuraklik stresine maruz kalan bugdayda nispi su igerigi, yaprak su potansiyeli,
transprasyon orani yaprak sicakligindaki artisla beraber azalmistir. Sulanmayan
bitkilerde azalmis stoma iletkenliginin koruyucu etkisi yiiksek yaprak sicakliginin neden
oldugu yaprak hava buhar basinci farki tarafindan etkisiz hale gelir (Farooq et al. 2009).
Yer fistiginda yapilan bir ¢calismada (Prasad et al. 2000) transprasyon orani sulanan ve
sulanmayan bitkilerde benzer olmus ve sulanmayan bitkilerin daha diistik toplam su
kullanmasinin bir sonucu olarak bitkilerde daha kiiclik yaprak alan indeksi
belirlenmistir. Bir baska ¢alismada Hibiscus rosa sinensis bitkisinin nispi su igerigi,
turgor potansiyeli, transprasyonu, stoma iletkenligi ve su kullanim etkinliginin (kuru
madde {iretimi ve su tiketimi arasindaki oran) kuraklik stresi altinda azaldigi
bildirilmistir (Egilla et al. 2005). Nerd and Nobel (1991) Opuntia ficus-indica bitkisinin
govdesinin toplam su igeriginin kuraklik stresi sirasinda %357 oraninda azaldigini
bildirmislerdir. Bugdayda kuraklik stresi altinda nispi su igeriginin %45-88 oraninda

azaldigi tespit edilmistir (Techawongstin et al. 1993).

Bitkilerde, fotosentezin artmasi veya azalmasinda bitkinin yesil aksaminin yani
yapragmin yiizey biiylikligi ve bu alandaki fotosentez aktivitesi etkilidir. Kuraklik
stresinin en 6nemli etkilerinden biri yaprak biiylimesinin azalmasi, bozulmus fotosentez

sistemi ve erken yaprak yaslanmasinin bir sonucu olarak fotosentezdeki azalmadir.



Besin tiretimindeki azalma fotosentez ile ilgilidir (Wahid et al. 2005). Stoma kaynakli
olan ve stoma kaynakli olmayan smirlayict faktorlerin fotosentez iizerine etkileri
karsilastirildiginda fotosentez {izerine stoma kaynakli smirlayici faktorlerin etkisi
oldukc¢a azdir. Yani, CO, aliminin yani1 sira diger siiregler hasar gérmektedir. Yapraklar
tarafindan CO; alimin1 engelleyen kuraklik kaynakli stoma kapanmasi oldukca
onemlidir. Kisitli CO, kullanilabilirligi muhtemelen foto hasar duyarliligimminda artisa
neden olabilir (Cornic and Massacci 1996). Kuraklik stresi fotosentetik pigment ve
bilesiklerin degisimine, zarar gérmiis fotosentetik araglara ve verim azalmasinin en
onemli nedeni olan kalvin ¢gemberi enzimlerinin aktivitesisinin azaltilmasina neden olur
(Anjum et al. 2003). Kurakligin 6nemli etkilerinden biride biiyiime ve fotosentetik
yetenegini inhibe eden reaktif osijen tiirleri ile antioksidan savunma arasindaki dengenin
kaybidir (Fu and Huang 2001; Reddy et al. 2004). Kuraklik proteinlerde, hiicre zari
lipidlerde ve diger hiicresel bilesenlerde oksidatif strese neden olan reaktif oksijen

tiirlerinin birikimine neden olmaktadir (Farooq et al. 2009).

Hemen hemen tiim bitkiler terleme ile siddetli su kaybini 6nlemek i¢in stomalarin
kapatirlar (Mansfield and Atkinson 1990). Stoma kapanmasi yaprak turgorunda ve/veya
su potansiyelinde ya da diisiik atmosfer nemindeki azalmaya tepki olarak gerceklesir.
Hafif ya da orta siddetli kuraklik stresi altindaki fotosentezde azalmada esas etkenin
stoma kapanmasi olarak kabul edilmektedir (Cornic and Massacci 1996; Yokota et al.
2002).

Topraktaki elverisli suyun orta ve siddetli sekilde siirli oldugu durumlarda bitkilerin
icin ilk secenek stomalarin kapanmasidir (Cornic and Massacci 1996). Bu yaprak
icersine CO; girisini azaltir ve aktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olan daha fazla
elektronun birikime neden olur. Yine, stoma kapasanmasma bagli olarak bitki
biinyesinde sicakligin artmasina neden olan transpirasyon azalmaktadir (Yokota et al.
2002). Yapilan calismalarda stomatal tepkinin yaprak su durumundan daha c¢ok toprak
nemine bagli oldugunu gostermistir (Morgan 1988; Taylor 1991; Turner et al. 2001).
Transpirasyon oranini artiran ¢evresel kosullar, absisik asit birikimini ve es zamanl

olarak stoma iletkinligini azaltan yaparaklarin pH miktarinda artisa neden olur (Morgan



1988; Taylor 1991; Turner et al. 2001). Sitokininin konsantrasyonundaki artis, ksilem
Ozsuyu icindeki stoma acilisint dogrudan tesvik eder ve absisik asite karsi stoma
duyarhiligimni etkiler (Wilkinson and Davies 2002). Tiirlerin, stomal iletkinlik ve
fotosentezin yaprak su potansiyeline ve nispi su igerigine olan tepkileri oldukga farklidir
(Cornic and Massacci 1996). Sonug¢ olarak kuraklik stresine eslik eden stoma

kapanmasini net fotosentezdeki azalislar takip etmektedir.

Cok siddetli kuraklik sartlarinda fotosentezi sinirlandiran sebep Rubisco
faaliyetlerindeki disiistiir (Bota et al. 2004). Kurak sartlar altinda fotosentetik elektron
taginim zincirinin aktivitesi kloroplastlardaki CO,’nin bulunmasi ve fotosistem II deki
doniistim tarafindan ayarlanir (Loreto et al. 1995). Dehidrasyon sonucu hiicrelerde
biiziilme ve dolayistyla hiicresel hacimde diisiis olur. Bu hiicre igerigini daha vizkoz
(krtvamli) hale getirir. Bu nedenle protein-protein etkilesimini olasiligindaki bir artis
proteinlerin kiimelenmesine ve denatiirasyonuna yol acar (Hoekstra et al. 2001).
Cozlinen maddelerin konsantrasyonundaki artig, fotosentetik sistemi igeren enzimlerin
islevi igin zararli olabilir (Hoekstra et al. 2001). Ancak, kuraklik stresinin Rubisco
kiigtik alt birimi transkriplerinin miktarinda hizli bir azalisa neden oldugu gosterilmistir

(Vu et al. 1999).

Rubisco aktivitesi ya Rubisco’nun aktif bolgesindeki bir lizinin €-amino grubunda bir
karbamata CO, ve Mg™ ile reaksiyonu veya aktif bolgesindeki baglama inhibitérleri
tarafindan diizenlenir. Bu tiir baglanma ya Rubisco’nun aktivitesini engeller ya da
aktivasyon i¢in gerekli olan lisinin karbamilasyonunu saglarlar. Cogu tiirde geceleri
Rubisco’nun katalitik etkisini engelleyen ve Rubisco’ya sikica baglanan 2-karboksil
arabinitol 1 fosfat olusur. Tiitlinde yapilan ¢alismalarda kuraklik stresi altinda Rubisco
aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. Ancak bu azalisgin CO, ve Mg*? bagli aktivasyon
degisikliklerinin birincil sonucu olmadigi, daha c¢ok siki bir sekilde baglanan baglama
inhibitiorlerinin varligindan dolayr kaynaklandigi bildirilmistir (Parry et al. 2002).
Kuraklik stresi altinda fotosentezdeki azalmaya Rubisco tarafindan ribuloz 1,5 —bis-
fosfatin karboksilasyon hizinda, ribuloz-1,5-bifosfat yenilenme hizinda, Rubisco ve

stromal fruktoz bis-fosfataz aktivitelerinde ve yiiksek bitkilerde fotosistem II’nin
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quantum etkinligindeki azalislar eslik etmektedir (Reddy et al. 2004; Zhou et al. 2007).
Ayrica, siddetli kuraklik altinda Rubisco tarafindan karboksilasyon etkinligi biiyiik
Olclide azalmakta ve Rubisco karboksilazdan daha c¢ok oksijenaz olarak gorev

yapmaktadir (Farooq et al. 2009).

Su stresi altinda diisiik yaprak su potansiyelindeki azaligla birlikte fosfoenolpiruvat
karboksilaz, nikotinamid adenin dintikleotid fosfat malik enzim, Rubisco, fruktoz-1,6-
bifosfat ve piruvat ortofosfat dikinaz aktivitelerinde azalis meydana gelmektedir.
Piruvat ortofosfat dikinaz aktivitesi su stresi altinda diger enzimlere gore 9 kat daha

fazla azalma gostermistir (Du et al. 1996).

Kurakligin fotosentezi stoma kapanmasiyla mi (Cornic and Massacci 1996) ya da
metabolik bozuklukla mi1 engelledigine (Tezara et al. 1999) ait tartigmalar sz
konusudur. Tezara et al. (1999) hafif kuraklik stresi altinda bile fotosentezi sinirlayan

ana faktoriin fosforilasyon ve adenazin trifosfat sentezi oldugunu bildirmislerdir.

Kuraklik stresi altinda nikotinamid adenin dintikleotid fosfatin sinirli iiretimi elektron
tasiniminin devamhiligini saglar. Kuraklik stresi altinda, devirsel olamayan elektron
tasinim1  azalan nikotinamid adenin diniikleotid fosfat {retim gereksinimlerini
karsilamak i¢in asagi regule olmaktadir ve devirsel elektron tasinimi aktive olmaktadir.
Bu ytiksek enerji durumunu korumasini uyaran proton gradiantine neden olur (Farooq et

al. 2009).

Kuraklik toleransi, kuralik stresiyle basa ¢ikmak i¢in iiretilen enerjinin biiylik bir kismi
bu amag i¢in harcandigi i¢in oldukg¢a maliyetli bir olgudur. Solunum yoluyla kaybedilen
karbonhidrat orani, bitkinin tiim metabolik etkinligini belirler (Davidson et al. 2000).
Kokler fotosentezde firetilen karbonun biiylik bir kismini tiiketir, biiylimesi ve
devamliligi ve de kuru madde iiretimi i¢in kullanir (Lambers et al. 1998). Cevresel
sartlarin yani sira bitki bliylime ve gelisme siirecleri de solunumda kullanilan karbonun
boyutunu etkiler. Ancak, topragin yarayish su miktar1 azaldiginda fotosentez hizi da

azalarak bitki biiylimesini sinirlandirir (Sheng et al. 2008). Kuraklik siiresince azalmis
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fotosentez kapasitesinin bir sonucu olarak negatif bir karbon dengesi ortaya ¢ikabilir.
Bugdayda biiylime siireci boyunca ¢eside ve beslenme durumuna bagh olarak giinliik
fotosentez iirlinlerinin %350’den fazlasi koklere transfer edilir ve bunlarin yaklasik
%60’1 solunum mekanizmasinda kullanilir (Lambers et al. 1998). Kuraklik stresi siirgiin
ve kok bolgesinde, fotosentezde ve kok respirasyon (solunum) oraninda azalmaya sebep
olur. Bu olayda kurakliga toleransli bugday g¢esitlerinde biiyiime ve fizyolojik

aktivitelerin diizenlenmesini saglar (Liu and Li 2005).

Kuraklik stresi oksidatif anlamda da bir¢ok degisiklige sebep olmaktadir. Oksidatif
etkinin temel sebebi; bitkinin yesil aksamindaki oksidatif bozulma ya da kloroplastlarda
meydana gelen 1sik-klorofil etkilesimidir. Oksidatif stres hiicre yapist i¢in zararli bir
unsur olan hatta bulundugu hiicrenin 6liimiine yol agan reaktif oksijen tiirlerinin ve
kimyasal radikallerin bitki hiicrelerinde olusmasi ile meydana gelir. Bagka bir ifadeyle
oksidatif stres; “oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar yoniine
kaymas1 ve hiicre hasarma yol agmasi” olarak tanimlanir (Halliwell 1994). Bitki
hiicreleri icin oksidatif strese sebep olup hiicre zararina yol acan bu reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu; hiicrenin kendi hiicresinde olagan metobolik reaksiyonlar1 devam
ederken bu arada meydana gelen enzimatik faaliyetleri neticesinde ara iiriin olarak
serbest radikaller meydana gelir (Sekil 1.1) (Ozsahin 2010). Bu esnada bu radikaller
enzim faaliyetinden ayrilarak serbest oksijen ile birlesir. Reaktif oksijen tiirleri olusum
durumlan farkli sekillerde de olabilir. Bu durumlar redoks tepkimeleri neticesinde
meydana gelmesinin yaninda kloroplastlara elektron aktarim aninda, mitokondrinin
blinyesindeki suyun yiikseltgenmesi ya da oksijenin tamamlanmamis indirgenmesinde
de meydana gelebilir (Apel and Hirt 2004). Neticede ortaya serbest oksijen radikalleri
cikar.

Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklar1 zaman membran bilesenlerine zarar veren
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) iiretirler (Blokhina et al. 2003). Bu noktada alternatif
oksidaz aktivitesi metabolitlerin normal seviyede korunmasinda ve stres boyunca ROT
{iretiminin azalmasinda fayda saglar. Ozetle rizosferdeki su kaybi kdk respirasyon

oraninda bir azalmaya, karbon kaynaklarinin kullaniminda bir dengesizlige, Adenozin
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Trifosfat (ATP) iiretiminde bir azalmaya ROT iiretiminin artmasina sebep olmaktadir.
ROT tiirlerine 6rnek olarak siiperoksit anyon radikali (O;), hidroksil radikali (OH®)
hidrojen peroksit (H,0,) , alkoksi radikali (R°0O) ve serbest oksijeni verilebilir (O,)
(Munné-Bosch and Penuelas 2003). ROT’lar proteinlere, lipitlere ve DNA'ya etki
ederek oksidatif hasara neden olur ve hiicrelerin normal fonksiyonlarini bozarlar (Foyer

and Fletcher 2001).

ON @) -1/2 -1 -1 -2
Oksijen Stiper Oksit Hidrojen Hidroksil Su
Radikali Peroksit Radikali

o,

0 oL 02 @02 @ —HO" o 0

Ksantin oksidaz Stiperoksit Fenton Coklu doymamis
NADP(H) oksidaz =~ Dismutaz Reaksiyonu yag asitleri
ETS Katalaz

Glutatyon peroksidaz

H.0

Sekil 1.1. Metabolik olaylar sonucu oksijen radikallerinin olusumu (Ozsahin 2010).

Hiicrenin cesitli organelleri ROT iiretir. Kloroplastlar bu anlamda 6nemli bir kaynaktir.
Tilakoit membranlardaki pigmentler siiperoksit anyon ve singlet oksijen gibi giiclii
oksidanlar olusturmak i¢in O, ile etkilesime girebilirler (Niyogi and Krishna 1999;
Reddy et al. 2004). Farkli organellerde H,O, ve OH° gibi ROT lar iiretebilirler.
Mitokondrideki elektron tasima sisteminin (ETS) azaltilmis bilesenleri ile O, etkilesimi
ROT olusumuna yol agabilir (Moller 2001) ve organel peroksizomlar fotorespirasyon

boyunca glikolatin glikolikasite oksidize oldugu zaman H,0, iiretir (Fazeli et al. 2007).

Biyolojik sistemlerdeki ROT firetim mekanizmalari hem enzimatik hem de enzimatik

olmayan reaksiyonlarda bulunmaktadir. Genel olarak ROT olusumu ile kuraklik
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stresinin siddeti paraleldir ve bu durum membran lipitlerinin peroksidasyonu, niikleik
asitlerin parcalanmasina ve yapisal ve foksiyonel proteinlerin degradasyonuna sebep
olmaktadir. Kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi organeller kuraklik stresi altinda

olusan ROT’ larin yer aldig1 bolgelerdir.

ROT’lart meydana getiren enzimler; amino oksidazlar, hiicre duvari peroksidazlari ve
NADPH oksidaz sayilabilir (Gechev et al. 2006). Olusma yollar1 ise hiicre igi bir
molekiilden bir elektronun verilmesi veya bir elektronun alinmasidir. Elektron aligverisi
ile olustuklart igin yiikseltici veya indirgeyici seklinde hiicre i¢i davranis

sergileyebilirler (Halliwel 1998).

Reaktif oksijen tiirleri sadece stres sartlarinda sergilenmezler. Normal hiicresel olaylar
neticesinde de sentezlenirler. Ancak aralarindaki fark stres sartlarinda
sentezlendiklerinde zararli olan bu ROT’larin normal sartlarda detoksifikasyon
mekanizmas1 sayesinde zararli etkilerinin yok edilmesidir. Bitkinin normal gelisim
stirecince de sentezlenirler ancak detoksifikasyon mekanizmasi ile aralarindaki denge
sayesinde zararl etki olusturmazlar. Hiicre igerisinde bulunan biitiin ROT c¢esitleri stres
disindaki normal kosullarda denge halinde bulunmaktadirlar (Halliwell and Gutteridge
1998).

Canli hiicresi i¢in zararli bu reaktif oksijen tiirleri antioksidanlar sayesinde ortadan
kaldirilir. Fakat bazi durumlarda bu reaktif oksijen tiirleri antioksidanlardan daha fazla
olabilir. Bu sekilde reaktif oksijen tiirlerinin antioksidanlardan daha fazla oldugu
durumlarda oksidatif stres meydana gelir (Kartal 2008). Bu durumda oksidatif stresin
meydana geldigi hiicrede toksik durum agiga cikar. Bu olayin sebebi antioksidan
mekanizmasinin etkisinin zayifligi, reaktif oksijen tiirlerinin fazla olusu ya da her iki
sebebin ayni anda meydana gelmesi boylece oksidatif stresin olusmasidir. Oksidatif
stresin meydana geldigi bitkinin ¢evre kosullar1 ise yiiksek veya diisiik sicaklik,
radyasyon, kuraklik ve yogun 1sik sayilabilir. Bu olumsuz ¢evre sartlarinda ROT ve

kimyasal radikaller meydana gelir. Sekill.2’de gosterildigi lizere meydana gelen bu
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radikaller oksidasyon vasitasiyla hiicre zarinda bozulmaya daha ileri durumlarda

hiicrenin 6liimiine sebep olmaktadirlar. (Bartosz 1997; Gill and Tuteja 2010).

Abiyotik Stres Sartlart Bitki hiicresinde bulunan kloroplast,
(kuraklik, Tuz vb.) mitokondri ve diger boliimler
ROT( Reaktif
Oksijen Tiirleri)
02'_, HzOz glbl

!

Oksidatif Hasar

l

Hiicre Olimii

Sekil 1.2. Abiyotik stres sartlarinda hiicrenin 6liimi (Gill and Tuteja 2010)

Stres c¢esitlerinden en Onemlisi olan kuraklhigin bitki {iizerine bir¢cok fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde etkileri oldugu agiktir. Bu etkilerden korunmak i¢in
bitki bu ortama uyum saglamaya ¢alisir ve dayanim mekanizmalar1 olusturur (Arora
2002; Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005). Stres altinda bulunan bitkiler i¢in antioksidanlar
Oonemli zarar onleyici mekanizmalardir. Tiim canli organizmalar1 kendileri i¢in zararh
olan serbest radikallerin bu kot etkilerini 6nlemek i¢in hiicrelerinin i¢indeki
antioksidan sistemlere sahiptirler. Antioksidan sistem; tiim hayvansal ve bitkisel
organizmalar serbest radikallerin etkilerini 6nlemek i¢in endojen antioksidan sistemlere

sahiptirler (Caylak 2011). Antioksidanlar; enzimatik kaynakli antioksidan ve enzimatik
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olmayan antioksidan olarak iki gruba ayrilir. Antioksidan enzimler: Superoksit
dizmutaz (SOD), katalaz (CAT); glutatyon peroksidaz (GPx); antioksidan vitaminler:
Alfa tokoferol, Beta karoten, Askorbik asit. Bitkilerde bulunan en Onemli
antioksidanlar; Alfa (o) — tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin C), karotenoidler
ve fenolik bilesiklerdir. Bu ¢esitler igerisinde, o—tokoferol en Onemli olan
antioksidandir. a—Tokoferol i¢in antioksidan etkisinin 6l¢iisii 1 molekiil o—tokoferoliin
220 radikal molekiiliinii etkisiz hale getirmesidir. Bu molekiiliin en etkili vazifesi,
kuraklik gibi etkili stres sartlarinda bile kendi hiicresinin bozulmaya ugramayip, zarinin
dayanikli halini devam ettirmesidir. Bu korunma mekanizmasi isleyisinde a—tokoferol,
askorbik asit ile ortaklasa faaliyet gosterir. Hiicrede gerceklesen bu ortak gorevde a—
tokoferol daha etkindir. Ciinkii askorbik asit bitki hiicrelerinde genellikle yeterli
konsantrasyonda bulunmadigindan dolayi etkinligi daha zayiftir (Noga and Schmitz
1998).

Enzimatik olmayan antioksidanlardan E vitamini yani alfa a-tokoferol, 8 farkli izomerik
yapida bulunur. Bunlar o-, B-, 8-, y-tokoferoller ve (o, B, vy, ve o-tokotrienol)
tokotrienollerdir. Bunlar icerisinde a-tokoferol, en giiglii biyolojik aktiviteye sahip ve
dogada en yaygin bulunan ana antioksidan gesididir (Packer and Landvik 1989). a-
Tokoferoliin antioksidan olarak anilmasi diger vitaminler enzimatik reaksiyonlarda
kofaktor olarak gorev almasi ancak E vitamininin bdyle bir gérevinin olmamasindandir
(Baskin and Salem 1997). Yagda ¢6ziinen vitaminlerdendir ve hiicre igerisinde bulunur.
E vitamininin ana bileseni o-tokoferoldiir. Antioksidan 6zelliginin gii¢lii olmasinin
yapisal nedeni fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halkadir (Akkus 1995). Sekil
1.3’de gosterildigi gibi bu vitaminin kimyasal yapisindaki fenolik hidroksil grubuna
sahip aromatik halka aktif kisimdir ve antioksidan Ozelliginin goriildiigii bolimdiir

(Keskin ve Erkmen 1987).
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CHa

a—tokoferol

Sekil 1.3. a- Tokoferoliin kimyasal yapis1 (Keskin ve Erkmen 1987).

Vitamininin esas gorevi hiicre membraninin hasar goérmesinin Onlenmesi ve
membrandaki fosfolipitlerin peroksidasyonunun onlenmesidir. E Vitaminin lipofilik
Ozelligi hiicre membraninin igerisinde bulunmasini saglar (Gey et al. 1991; McNeil
2004). Membran igerisinde bulunan vitamin E buranin yapisi igerisindeki membran
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal molekiillerinin zararl
tesirini Onleyen savunma elemanidir. a-Tokoferoliin temizledigi radikaller O,", HO',
singlet O, lipid peroksil (LOQO") radikalleri ve digerleridir. Lipid peroksidasyonunun
baslamasini engeller. a-Tokoferol lipid peroksil radikallerini yok eder ve bdylece lipid

peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirir.

Lipid peroksidasyonunu baglamasini engelleyen mekanizma:

LOO" + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O’dir (Baskin and Salem 1997; Carr et
al. 2000).
(Lipid peroksil radikali) (tokoferoksil radikali)

Bu tepkimede meydana gelen tokoferoksil radikali stabil kalir ve aktivitesi lipid

peroksidasyon reaksiyonunu baslatmak i¢in yeterli degildir.
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Canlilar i¢in tokoferoller, antioksidan ozellige sahiptir. Bunun yaninda findik gibi
bir¢cok besin madesinde antioksidan tesir gosterirler. Tokoferollerin gidalardaki bu tesiri
bulundugu ortamin sicakligi, oksidasyon siddeti, substratin konsantrasyonu ve
bilesimine gore farklilik gosterir (Stontag 1979; Bourgeois 1981; Pongracz 1984;
Koskas et al. 1984; Dziezak 1986). En fazla 35°C’ye kadar ortam sicakliklarinda
tokoferollerin antioksidan tesiri ve bu maddelerin biyolojik etkinlikleri paralellik
gosterir. Ortam sicakligi 50 ila 100°C arasinda oldugunda tokoferoller 35°C’de
gosterdigi durumun tam tersi ortaya ¢ikar (Ergin 1991). Tokoferoller i¢in maksimum
antioksidan etki 50-100 mg/L konsantrasyon araligindadir. Vitamin E, antioksidan tesiri
sebebiyle, kolay oksitlenebilen ¢esitli bilesiklerin oksidasyonuna ugramasina engel olur

(Baysal 1990).

Bitkiler stres altina girdiklerinde molekiiler anlamda da bu sartlara kars1 gosterdikleri
tepkilerin  oldugu bilinmektedir. Bunlar1 genel anlamda ¢ ayr1 sekilde

siniflandirabiliriz.

Makromolekiillerin ve Iyonlarin Homeostazisinde, abiyotik stres kosullarmdaki bitki
hiicre i¢i su dengesini saglayamaz. Bunun sebebi stres kosullarinda bitkinin ozmotik
madde icermesi, bunun hiicre i¢i su kaybini tesvik etmesi ve bdylece hiicresel i¢
dengenin bozulmasidir. Bu sekilde su kaybina ugrayan bitkiler buna karsilik su iletimi
ve iyon dengesinin saglanmasi ayrica su gegisinde gorev alan hidrofilik kanallarin ve bu
iyonlarin tagindig1 metabolizmik boliimlerin aktivasyonunu/inaktivasyonunu igerir (Zhu

2000; Munns 2002).

Koruyucu molekiillerin sentezinde, stres altindaki bitkilerin gosterdikleri ikinci tepki 1s1
soku proteinleri (Heat-Shock Proteins, HPSP), LEA ge¢ embriyogenesis proteinleri

(Late Embryogenesis Abundance) ve ozmolitler gibi maddelerdir.

Ozmolitler, kuraklik stresi altindaki bitkilerde su basincim1 dengelemek suretiyle
kurakliga dayanimlarinda yardimci olurlar. Ozmolit, abiyotik stres sartlar1 altindaki

bitki hiicrelerinin su basici dengelerinin korunmasinda goérev alan bir grup ¢6ziiniir
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maddedir. Bu maddeler su basicini bitkinin yaprak kisimlarinda da dengelediklerinden
stomalarin iletkenligi artar, fotosentez islevi sekteye ugramaz ve bitki gelismesine
devam eder. Boylece stres altindaki bitki hiicresinin zorda olsa su dengesini muhafaza
etmesi ve metabolik faaliyetlerinin devamini saglamasi neticesinde kurakliga karsi
dayanikliligida artar (Anjum et al. 2011). Ozmotik ayarlayici ve ozmoprotektan olarak
rol oynarlar. Sitopldzmada suyun alikonmasini saglarlar ve sodyumun apoplast ve
vakuollerde tutulmasini kolaylastirarak hiicresel yapilarin1 muhafaza etmektedirler
(Smirnoff and Cumbes 1989).

Stres altinda bulunan bitki hiicresinin uygun olan proteinlerin sentezlenmesi ve uygun
olmayanlarinin inaktive edilmesi gibi hiicre i¢i proteinlerin islevini yoneten ve hiicrede
sok proteini gibi davranarak proteinlerin katlanip {i¢ boyutlu sekil almasini saglama gibi
gorevleri olan protein gesidi 1s1 soku proteinleri (Heat-Shock Proteins) dir (Henle et al.
1999).

Hasarlanmig ve yanlig katlanmig polipeptitleri baglama potansiyeline sahip olan 1s1 soku
proteinleri bu sayede bu polipeptitlerin yikimin1 dnleyerek potansiyel olarak hiicreyi

strese kars1 korumada rol oynarlar (Chiba et al. 2006).

LEA gec embriyogenesis proteinleri (Late Embryogenesis Abundance) ise; stres sartlari
altindaki bitkilerde savunma sisteminde gorev alarak bitkileri strese karsi koruduklari
bilinmektedir. Ilk bitkinin tohum embriyosunda tespit edilmistir (Holmberg and Biilow
1998). Bu proteinin gorevi; bitkide su baglama kapasitesinin yiiksek olmasi sebebiyle
kuraklik sartlarmin bitkideki tesirini zayiflatmak ve hiicrenin bu sartlara dayanimim

arttirmaktir (Sairam and Tyagi 2004).

Bitkiler abiyotik (kuraklik, yiiksek veya diisiik sicaklik gibi) ve biyotik (yabanci ot,
bocek ve bakteriler gibi) stres kosullariyla maruz kaldiklari zaman karsiliginda gesitli
metabolik tepkiler verirler. Bunlardan biri ise ABA hormonudur. Cesitli aragtirmalarda
stres sartlarinda bu hormonun arttig1 tesbit edilmistir (Rasmussen 1976; Bozcuk ve

Topguoglu 1982; Oztiirk vd 2004). ABA yani absisik asit bir bitki bityiime hormonudur.
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ABA abiyotik stres sartlarindan birini yasayan bitkinin sinyal mekanizmasinda etkin
gorev alir. Abiyotik stres sartlarinda bitki hiicresinde artan ABA miktar1 hiicrede turgor
kaybina ve stres sinyalinin meydana gelmesine sebep olur. Turgor kaybinin meydana
gelmesi neticesinde ise; membrana bagli enzim aktivite dengesi ve plazma

membraninda bozunma meydana gelir (Himmelbach 1998).

Tim canlilarin genetik bilgisini iizerinde bulunduran ve bunu ileri nesillere de
aktarabilen DNA o6zellikle stres sartlarinda kolaylikla zarar gorebilen bir molekiildiir.
Bu zarar DNA’nm orijinal fiziksel ve kimyasal yapisim degisiklige ugratir. iste stres
gibi sebeplerle genlerin iizerindeki bu ifadeler, DNA metilasyonunda meydana gelen
azalisla iligkilidir. Stres altindaki bitkilerde bu durumda ortaya cikan tepkiler DNA
metilasyonu ve genin diizenlenmesinde gorev alan dongii ile iligki halindedir. DNA
metilasyonu genel olarak bitkilerin ana reaksiyonlarinda kalict olmayan farkliliklar
meydana getirir. DNA metilasyonunun 6nemi; hiicre farklilagsmasinda ekili olmasi, bitki
icin onemli bir genomik kuram olmasi ve gen ifadesinin diizenlenmesinde etkili

olmasidandir (Jaligot et al. 2004; Suzuki and Bird 2008).

Stres altindaki bitkinin hiicresinde bu kosullarda olusan epigenetik farkliliklardan biri
transpozon elementlerin hareketleridir. Bu transpozonlarin hareketi stres siddeti arttik¢a
artis goOsterir. Fakat transpozonlarin bu hareketi eski kosullara geri donmede ve
baskilama sonucunda aktivasyon yerini inaktif haline cevirir. Kuraklik stresi igin
epigenetik yapidaki degisimleri gésteren kistas retrotranspozonlardir (Feschotte et al.
2002; Sabot and Schulman 2006). Ciinkii retrotranspozonlar transpozonlarin DNA
transpozonlarina gore daha bol iiyesi ve canli genom miktarinca en fazla sayida ve etkin

olanidir (Feschotte et al. 2002; Sabot and Schulman 2006).

Barbara McClintock bilim anlaminda ilk defa transpozonlar1 kesfeden kisidir. 1940
yilinda bu kesfi yapmistir. Misir bitkisini incelemistir. Bu kesfinden dolay1 1983 yilinda
Nobel o6dilii almistir. Transpozon elementi igerisindeki insersiyon, delesyon,
translokasyonu fark etmis bu yonde ¢alisma yapmistir. Genomdaki bu degisiklik misir

tanesinin renginde degismelere sebep olmustur (McClintock 1950). Canli hiicresinin


https://tr.wikipedia.org/wiki/Barbara_McClintock
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genomunda farkli yerlere hareket edebilen DNA dizileri transpozonlardir. Bu hareket
neticesinde canlinin genetik yapisinda mutasyonlar ve genomdaki DNA da miktar
farklilasmas1 goriliir. Mobil element olarak da adlandirilirlar. Canli  genom
yogunluguna bakildiginda bunun i¢inde transpozonlar genis yer tutar. Transpozonlar
transpozisyon yani hareket edis sekillerine gore; Retrotranspozonlar yani sinif |
transpozonlar ve DNA transpozonlari yani smif II transpozonlar olarak iki gruba
ayrilirlar. Ilki olan retrotranspozonlar; kendini kopyalamasinda RNA’y1 yardimer iiriin
olarak kullanir (Lewin 1999). Bu sekilde hareket eder. DNA transpozonlari ise RNA’y1
yardimci Uriin olarak kullanmaz. Hareket mekanizmasi ise kendini kopyalama veya
kendi etrafinda bulunan DNA’dan bir boliimii enzimler yardimiyla keserek ayr bir yere
tasimas1 seklinde gergeklesir. Transpozonlarin bu hareket mekanizmalar1 sebebiyle
bilimde DNA’y1 degistirmek igin uygulanan yontemlerde kullanilan yardimci bir
tiriindiir (Quesneville 2005; Kidwell 2005).

Kuraklik stresine karsit molekiiler mekanizma; molekiiler degisim, azaltilmig toprak su
icerigi ve kuraklik kosullarinda bitki hiicresinde olusabilir. Bu mekanizmada yukar1 ve
asag1 gen ifadesi yer alir. Cesitli genler kuraklik karsisinda transkripsiyona neden olur.
Olusan gen diizeyi ve lriinlerin kurakliktan tolerans mekanizmasi nedeni ile oldugu
distintilmektedir (Kavar et al. 2007). Dogrudan stres kosullarindaki bitkide veya stres
kosullarindaki etkilenmede ikinci neden gen ifadesindeki degigmeler olabilir. Kuraklikta
tolerans mekanizmas1 pek ¢ok canlida ortak olarak goriilen karmasik bir olgudur

(Mazzucotelli et al. 2008).
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Sekil 1.4. Erken ve ge¢ yanit genlerinde regiilasyonunun transkripsiyon faktorlerini
kodlamasi (Sairam and Tyagi 2004).

Stres sartlar1 altinda bitki metobolizmasinda tesvik edilen genler ‘erken yanit geni’
‘(early response gene)’ ve ‘gecikmis yanit geni’ ‘(delayed response gene)’ olarak iki
gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.4) (Sairam and Tyagi 2004). Erken yanit genlerinin ¢alisma
mekanizmasi oldukca hizli (dakikalar icersinde) ve gecici sekilde ifade edilmektedir.
Tesvik denince yeni stres proteinlerinin olusturulmasi akla gelmemelidir. Bunun nedeni
de biinyesindeki sinyal metabolizmasinin varhigidir. Ge¢ yanit genleri ise calisma
mekanizmasi oldukg¢a yavas (saatler igerisinde) olan ve devamli sekilde tesvik edilen
genlerdir. Ornegin tuza duyarl genlerin biiyiik ¢ogunlugu bdyledir. Erken yanit genleri,
ge¢ yanit genlerini son asamada tesvik eden transkripsiyon girdilerini kodlamaktadir

(Kalefetoglu ve Ekmekg¢i 2005).

Canli genomundaki genetik degisimlerin belirlendigi teknikler molekiiler markir
teknikleridir. Gen ifade analizleri bitkinin stres kosullar1 altindayken gen durumundaki
degisimin belirlenmesi i¢in de kullanilir. Bu analizler i¢in hibridizasyona dayali

mikroarray yontemi kullanilabilecegi gibi, yeni teknolojilerden de yararlanilarak RNA
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transkriptlerinin incelenmesine dayali RNAseq yontemide uygulanabilir (Marioni et al.
2008). Bitki genomunun molekiiler bazda anlagilamayan bir¢ok 6zelligi ve gorevi gen
ifade analizleri sayesinde acia kavusur. Bu analizler; abiyotik stres kosullar1 altindaki
bitkinin stres karsisinda mekanizmasinin izahinda ve bu mekanizma ile ilgili genlerin
ifade edilmesinde ihtiya¢ duyulan yontemlerdendir. Gen ifade analizleri neticesinde elde
edilen bilgilerden daha sonra stres kosullarina dayanikli bitki 1slaht eldesinde de
yararlanilir. Gen ifade analizleri ilk uygulandig1 yillarda northern blot tekniginden
faydalanilmaktaydi. Giinlimiizde uygulanan yontemler ise hibridizasyon esash
mikroarray, dizileme yontemi ile transkript profillerinin g¢ikarilmasi (RNA-seq) ve
kantitatif yaklasim olan fakat belirli sayida genin incelendigi QRT-PCR dir (Galbraith
and Birnbaum 2006).

Molekiiler markir, genom iizerindeki herhangi bir gen bolgesi veya bu bolge ile iligkili
bir DNA parcasi olarak ifade edilebilir. Molekiiler markir yontemleri, polimeraz zincir
reaksiyonuna bagli olmayanlar (RFLP) ve bagh olanlar (RAPD, AFLP, SSR) olarak
gruplandirilirlar (Staub et al. 1996; Ridout and Donini 1999).

Retrotranspozon temelli molekiiler marker yontemlerinden biride IRAP’tir (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism) (Kalendar et al. 1999). IRAP metodunda ilk
asamada tekrar iceren retroelementleri tespit eder ve IRAP primeri bu bolgelere
baglanir. Daha sonra iki retroelement (LTR bdlgesi) arasindaki DNA parcasini gogaltir.
Cogaltimda 3’-5" ve 5°-3° olarak iki yonli meydana gelen kopyala- yapistir
transpozisyon yontemi uygulanir. Bu ¢ogaltim sekli; gen yani kopya kiimelerinin 3 ayr1
yonde (kuyruktan kuyruga, bastan basa ve bastan kuyruga) olmasini saglar (Sekil 1.5.)
(Agarwal et al. 2008). Bu metodla amaglanan aktif polimorfizmin belirlenmesidir
(Kalendar et al. 2011). IRAP metodu ile restriksiyon enzimleri ile kesme islemine ve

markir bantlarini ¢ogaltmak i¢in ligasyon enzimine ihtiya¢ duyulmaz (Mansour 2008).
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Sekil 1.5. Retrotranspozon markerlerinin isleyis esasi. IRAP markerleri, LTR hedef sekanslara
baglanan primerler kullanilarak iki LTR'nin yakinlig1 teknigi ile meydana gelmektedir (Agarwal
et al. 2008).

Bu arastirma, ekmeklik bugdayda kuraklik stresinin neden oldugu bazi fizyolojik ve
molekiiler degisimler ile bu degisimleri 6nlemede a- tokoferoliin etkilerini belirlemek

i¢in yiiriitilmistiir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Insan niifusunun beslenmesindeki sorunlarin artmasinin  nedeni; Diinya niifus
yogunlugunun gittikce artmasi, tarim arazilerinin sinirli diizeyde kalmasi ve tarim
tirlinlerinin en yiiksek diizeyde verimle elde edilememesidir (Siizer 1992). Bu sorunun
¢Oziimiinde en uygulanabilir yontem tarim iriinlerinin verim diizeyinin arttirilmasidir.
Insan beslenmesinde ise tarim iiriinleri diisiiniildiigiinde ilk akla gelen bugdaydir.
Bugdayin 6nemini olusturan 6geler ise; adaptasyon yeteneginin yiiksekligi, isleme ve
depolanmasindaki kolaylik, ekmegin hammaddesi yani unun bugdaydan elde edilmesi,
bugday tanesinin besin degerinin yiiksekligi sayilabilir (Kiin 1983). Bugday,
icerigindeki mineral maddelerince (¢inko, bakir, demir, potasyum, manganez, fosfor,
magnezyum ve selenyum) zengin; B6 vitamini, E vitamini, K vitamini, niyasin, tiamin,
folat, riboflavin ve pantotenik asit vitaminlerini iceren; 100 graminda 339,0 kcal ile

doyurucu bir besindir (Gokbulut 2010).

Abiyotik stres faktorleri ve bunlar igerisinde Ozellikle kuraklik stresi; bitkinin
metabolizmasini tamamen etkiler, bitkinin biiyiime ve gelismesini sinirlandirir, 6zellikle
iriin veriminde diisiise sebep olur. Artan siddet sartlarinda bitkinin 6liimiine bile neden
olur. Bu durumda bitki canlilik faaliyetlerini siirdiirebilmek icin reaktif oksijen
molekiillerini liretmesi, biiylimesi ve fotosentez aktivitesinde azalma gibi bir¢ok tepkiler

meydana getirir (Ozcan vd 2001; Yediyildiz 2008).

Tarim arazilerinin stresten etkilenme oram1 %26 ile en fazla kuraklik stresi ile
goriilmektedir. Bu stres ¢esitleri ¢ok etkilenme sirasina gore; tuz stresi, soguk ve don
stresi seklinde devam etmektedir (Blum 1986). Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi en fazla
etkileyen stres c¢esidi kurakliktir. Stres altindaki bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler tepkiler uyarilir, bu tepkiler neticesinde kuraklik sartlar1 ¢ok siddetli degilse
bitki bu sartlara adapte olmasini saglayacak tolerans mekanizmalarini ortaya cikarir
(Arora et al. 2002). Anwer et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, Anthoranthum
odoratum bitkisinde artan PEG konsantrasyonu ile birlikte kok ve siirgiin uzunlugu

onemli derecede azaldig: tespit edilmistir.



25

Kuraklik bitki biiylimesi ve gelisimini etkileyen énemli bir stres faktoriidiir. Rauf et al
(2007), 16 yerel bugday genotipini 4 ayr1 kontrolli kuraklik stresinde (polietilen glikol
PEG 6000 ile olusturulan) yetistirmisler, denemede ¢imlenme yiizdesi, ¢cimlenme orant,
siirglin uzunlugu, kok wuzunlugu, taze ve kuru kok agirligi, siirgiin/kok orani
incelenmistir. Cesitler kurakliga karsi farkli tepkiler vermistir. PK-18199 c¢esidinin
kuraklik stresi altinda ¢imlenme yiizdesi, ¢cimlenme oran indeksi, siirglin-kok uzunlugu,
koleoptil uzunlugu, taze ve kuru siirglin agirligi, taze ve kuru kok agirligr degerlerinde
maksimum veriler elde edildigi; PK-18175’ ¢esidinin kurakliga kars1 maksimum direng
gosterdigi, WAFAQ 200 c¢esidinin tepkisinin dnceki ¢eside gore tersi yonde oldugu,
98FJ03 c¢esidinin kuraklik stresine karst tepkisinde kok/slirgiin oran uzunlugu

maksimum olurken, ayni1 deger PK 18199 genotipinde minimum bulunmustur.

Kaydan ve Yagmur (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, tritikale kiigiik-orta ve iri
olmak iizere ii¢ ayr1 tohum ¢esidi ile kontrollii kosullarda PEG 6000 ile olusturulmus 5
ayr1 osmotik basing ortaminin (0, -0.45, -0.77, -1.03, -1.44 MPa), ¢imlenme orani, kok
uzunlugu, fide boyu, kok kuru agirhigi, fide kuru agirhgr ve oransal nem igerigine olan
etkisi incelenmistir. Bu degerler bu osmotik basing ortamlarinda diisiis gostermistir.
Tohum iriligi bakimindan deneme yorumlandiginda, kiigiik tohumlarin ¢imlenmesiyle
olusan fidelerin kuraklik stresine kars1 dayanikliligi, biiylik tohumlu fidelere kars1 daha

az oldugu tespit edilmistir.

Jajarmi (2009), 7 farkli bugday genotipinde PEG 6000 ile hazirlanan 6 farkli osmotik
basing ortaminda (0, -3, -6, -9, -12, ve -15 bar) ¢imlenme orani ve siiresi, kok uzunlugu,
ve fide boyunu incelemislerdir. Bu degerlerden kuraklik stresi arttik¢a, cimlenme orani

diismiis, kok uzunlugu ile fide boyu azalmis, buna karsin ¢imlenme siiresi ise artmistir.

Kurakligin oncelikli etkisi ¢imlenmeyi ve fide tesisinin kurulumunu engellemesidir.
Datta et al. (2011), 5 bugday ¢esidine (K 9107, HD 2954, RAJ 4125, HUW 234, NW
203) laboratuar sartlarinda kuraklik stresi uygulamiglardir. Denemede kurakligin
bitkinin morfo-fizyolojik &zellikleri (tohum tarafindan su alimi, bagil su igerigi, yas

agirhik, kuru agirlik, ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, siirgiin uzunlugu, tolerans
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indeksi) ile iligkisi gézlemlenmistir. Bu gozlem sonucu elde edilen sonuglarda 6zellikle
RAJ 4125 c¢esidinde, kuraklik tolerans indeksi ile ¢imlenme orani arasinda onemli

derecede bir iligki tespit edilmistir.

Shpiler and Blum (1991), bugdayin kuraklik stresine kars1 verim seviyesindeki en fazla
diisiisiin ¢igeklenme donemine kadar gecen donem oldugunu belirtmislerdir. Giunta et
al. (1993) ise, c¢igeklenme doneminde kurakligin fertil basak¢ik sayisini azaltarak

verimde diislise sebep oldugunu bildirmislerdir.

Kuraklik stresi canli organizmalarda bitkinin biliylime ve gelismesini 6nemli derecede
etkileyen ve en ¢ok goriilen stres cesididir (Lewitt 1972). Ozellikle bitkilerde iklim
sartlarina bagl olarak yetistikleri i¢in oldukga sinirlayict bir stres ¢esidi olan kuraklik,
bitkiye etki ettigi siireye ve kurakligin siddetine bagli olarak da sinirlayici etkisini
arttirir (Mosaad et al. 1993). Bu smirlandirici etki bitkinin kalitesinde diisiis, verimde

azalma ve elde edilen iirtinde hissedilir sekilde kayiplar olarak kendini gosterir.

Kurak stresinin “Dogu-88” kislik bugday genotipinin verim ve gelismesi {izerine olan
etkisinin incelendigi bir calismada (Oztiirk 1998), bitkiler sulu kosullar, kuru kosullar,
erken kuraklik, ge¢ kuraklik ve tam kuraklik olmak {izere 4 ayr1 kosulda yetistirilmistir.
Arastirma sonucunda, erken kuraklik; sulu kosullar a gore birim alandaki tane sayisinm
%44.4, 1000 tane agirligint %6.9, tane verimini ise %40.6 oraninda azalmistir. Yine,
aragtirmada, ge¢ kurakligin yesil dokulardaki yaslanmay1 hizlandirmasi nedeniyle daha
kisa yesil alan siiresine (27.5 giin), daha diisiik 1000 tane agirligma (3.8 g) ve tane
veriminde azalmaya (%24.0) neden olmustur. Tam kuraklik, sulu kosullara gore birim
alandaki tane sayisint %54.9, tane agirligint %19.9, tane verimini ise %65.6 oraninda
azaltmistir. Erken kurakligin tane verimine olumsuz etkisi ge¢ kurakliga gore daha fazla

oldugu goriilmiistiir.

Sekiz ekmeklik bugday genotipi ve on dokuz ileri bugday hatt1 yapilan bir ¢calismada
(Baser vd 2005) kurakligin basaklanma giin say1si, tane dolum siiresi, bitki boyu, bayrak

yaprak alani, mumsuluk orani, stoma sayisi, yaprak su tutma yetenegi iizerine olan
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etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda; kurakliga dayanikli verimi yiiksek genotip
seciminde seleksiyon kriterleri olarak yaprak su tutma yetenegi, tane dolum siiresi ve
bayrak yaprak alani Ozelliklerinin kullanilabilecegi belirlenmistir. Yine arastirmada,
yaprak aksaminin mumsu tabaka ile kaplanmasinin tane verimi {izerine olumlu bir

etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Gupta et al. (2001) tarafindan, biri kuraklik stresine dayanikli digeri ise hassas iki
bugday cesidi kullanarak yapilan ¢alismada kuraklik stresi 2 ayr1 donemde (1. sapa
kalkma doneminde ve 2. bagsaklanma doénemi) sulamanin kesilmesi ile uygulanmistir.
Calismanin sonucunda basaklanma doneminde uygulanan kuraklik stresi, sap kuru
agirhigini, basaktaki tane sayisini, hektolitre agirligini, tane verimini, biyolojik verimi ve
hassaslik indeksi degerlerini diisiirdiiglinii; sapa kalkma doneminde uygulanan kuraklik
stresinin ise bitki boyunu kisalttigini ve fertil kardes sayisini dnemli derecede azalttigini

tespit etmistir.

Kilig ve Yagbasanlar (2010), Diyarbakir sartlarinda 14 farkli makarnalik bugday
cesidini kullanarak yaptiklar ¢alismada; gesitleri iyi sulanmis (kardeslenme sonunda,
ciceklenmeden hemen sonra ve siit olum déneminde birer kez sulanmis) ve dogal kurak
kosullarda yetistirmislerdir. Iyi sulanmis kosullara gore dogal kuraklik kosullarini
kiyasladiklarinda; basaklanma giin sayisi, tane dolum siiresi, olgunlagsma giin sayisi,
medeki basak sayisi, bitki boyu, {ist bogum arasi uzunlugu, basak uzunlugu, basak
agirhigl, basakta tane sayisi, 1000 tane agirligi ve en Onemlisi olan tane veriminde

onemli oranda azalma tespit etmislerdir.

Bitkilerde verimi belirleyici bircok fizyolojik siirecler su stresinden etkilenmektedir.
Kuraklik stresinin farkli makarnalik bugday cesitlerinin fizyolojik 6zellikleri iizerine
olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismada (Abdullah et al. 2011), kurakliga duyarli ve
dayanikl ¢esitler farkli yagis ortamlarinda yetistirilmistir. Bu ortamda yetisen bitkilerin
klorofil igerigi, klorofil floresans 6zellikleri, membran stabilite indeksi ve oransal su

icerigi degerlerini arastirmislardir. Bu degerler kuraklik siddetinin daha fazla oldugu
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bolgelerde yetisen bitkilerde daha diisiik ¢ikmistir. Bu bitkiler arasinda kurakliga hassas

cesitlerde dayanikli ¢esitlere gore degerlerin diisme derecesi daha fazla olmustur.

Araus et al. (1998) tarafindan yapilan arastirmada; bitkilerin g¢igeklenmeden sonraki
gelisme evresinde bayrak yaprak aksaminin floresans dlgiimii yapmislar, Fo, Fv, Fm,
Fv/Fm degerlerini elde etmislerdir. Yetisme sartlarinin Fv ve Fm sartlart disinda
floresans 6zelligi ve verim degerleri iizerine etkisinin fazla oldugu, Fo sartinda yapilan
tespitin 2. kalitilabilir 6zellikken Fv/Fm sartinda yapilan tespitin daha az kalitilabilir bir
ozellik oldugu, sulamali ve kurak sartlar arasinda klorofil floresans parametre

degisikliklerinin yaslanma ile paralellik gosterdigi sonucuna varilmistir.

Tas (2007) tarafindan yapilan ¢alismada; iki makarnalik, iki ekmeklik bugday olmak
tizere dort bugday cesidinde kuraklik stresi uygulanmis, bu stres altinda bitkinin
gelisimi gozlenmistir. Bu bugday genotipleri saksi sartlarinda yetistirilmis, kuraklik
kosullart ise; tek yaprakli donemden itibaren 50, 60 ve 70. giinde sulama islemine son
verilerek kuraklik stresi olusturulmus, kontrol grubu ise diizenli sulanmistir. Arastirma
sonucunda, kuraklik sartlarinda yetisen bitkilerde bitki boyu %9.87, bitki basina kuru
madde oraninda %?25.85 azalma tespit edilmistir. Bunun disinda deneme sirasinda
bakilan diger parametrelerde de (oransal nem icerigi, membran stabilite indeksi ve

klorofil igerigi) azalmalar tespit edilmistir.

Bogale et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kuraklik stresi altinda yetisen
makarnalik bugday cesitlerinin bu stres sartlarina karsi morfolojik ve fizyolojik
yapilarindaki tepkilerini arastirmiglardir. Kurakligin klorofil floresans 6zelligi ve stoma
iletkenligine olan etkisi daha fazla olmustur. Bu etki hem tane dolum hem de
ciceklenme doneminde devam etmistir. Klorofil floresans 6zelligi ve stoma iletkenligi
degerleri disinda aym1 caligmada spesifik yaprak agirligt ve oransal su igerigi de
incelenmigstir. Oransal su igerigi stres sartlarinda %36,7 azalirken, sulanan sartlarda
%]12,6 artis gostermistir. Kardeslenme asamasindaki su stresinde kontrolle
karsilagtirildiginda Fo degerinde artis gézlenirken Fv, Fm ve Fv/Fm degerlerinde azalig

gOriilmiistiir.
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Geravandi et al. (2011) tarafindan Iran’da yapilan denemede, kuraklik stresi
kosullarinda (Cigeklenmeden sonrasi) 20 ekmeklik bugday cesidinde tane verimi,
klorofil igerigi (SPAD) ve oransal nem igerigi incelenmistir. Arastirma sonucunda,
kuraklik sartlarda yetisen gesitlerin tane verimi, klorofil igerigi ve oransal nem igerigi

degerlerinde azalma; pirolin degerinde ise artma tespit edilmistir.

Cevre sartlarina bagli olarak bitki bilinyesindeki su igerigi %30’un altina diistiiglinde
kloroplast hiicre membran hasar1 olusur. Boylece fotosentez oraninda diisme goriliir
(Kaiser 1987). Baz1 aragtirmacilar, stres sartlarindan en 6nemlisi olan kurakligin bitkide
nispi su igeriginde de diislise sebep oldugunu tespit etmislerdir (Fu and Huang 2001;
Egert and Tevini 2002; Liu and Stiitzel 2002; Kalefetoglu 2006).

Zhang and Kirkham (1996) tarafindan yapilan calismada; sorgum ve aygigegi
bitkilerinin nispi nem igerikleri, antioksidan enzim aktiviteleri, MDA degerleri,
askorbik asit, karoten ve klorofil degerleri incelenmistir. Denemede sorgum C4 bitkisi
olarak, aycicegi ise C3 bitkisi kuraklik stresi altinda yetistirilmistir. Arastirma
neticesinde yaprak su igerigi ve nispi nem igerigi degerlerinde bir azalma tespit edilmis,
C3 bitkisinde diisiisiin daha fazla oranda oldugu, yine ayni bitkide yaprak su igerigi C4

bitkisine gore daha fazla oldugu sonucuna varilmstir.

Dhanda and Sethi (1998) tarafindan yapilan arastirmada, iki dayanikli ekmeklik bugday
cesidi, iki orta dayanikl ¢esit ve iki hassas ¢esit olmak {izere alt1 ayr1 ekmeklik bugday
cesidini kuraklik stresine tabi tutarak bu stresin su tutma kapasitesi ve nispi nem igerigi
Olclilmek suretiyle degerlendirilmistir. Bitkiye kuraklik stres sartlarina sapa kalkma
donemi ile ¢igeklenme donemi olarak iki ayri donemde maruz birakilmistir. Arastirma
neticesinde, bitkinin ¢igeklenme donemine ait kuraklik sartlarinda seleksiyon kriteri
olarak nispi nem igerigi degerinin dikkate alinabilecegini, yaprak su tutma kapasite
degerinin ise bu iki kuraklik doneminde seleksiyon degerinde kullanilabilmesi i¢in

giivenli olabilecegi sonucuna varmiglardir.
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Oztiirk (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, ekmeklik bugday cesitlerinde kuraklik
stresine kars1 dayaniklilik konusunu incelemek amaciyla 1995-96 ve 1996-97 yillarinda
yapilan denemede 26 bugday genotipi Erzurum sartlarinda yetistirilmistir. Yaprak nispi
su igerigi (YNSI), yaprak nispi su kayb1 (YNSK) ve kuraga duyarlilik indeksi (KDJ)
parametreleri kuraklilik stresine dayaniklilik yoniinden incelenmistir. Genotipler
arasinda farkliliklar tespit edilmis, kuru kosullar altindaki YNSI %74,0-81,6, YNSK
0.391-0.636 g/g/s, KDI parametreleri ise 0.59-1.59 arasinda degisim gostermistir. YNSI
paremetre degerinin yiiksek, YNSK ve KDI parametre degerinin ise diisiik ¢ikmasi
nedeni ile Dagdas-94, Dogu-88, Haymana-79 ve Yayla-305 genotiplerinin, diger
cesitlere gore kuraklik stresine daha dayanikli olduklari tespit edilmistir. Bunun
disindaki Bezostaja- 1, Karasu- 90, SXL/VEE “S”, Turkey-13 ve Tir ¢esitleri ise kurak

stresine kars1 en duyarli genotipler olduklar1 goriisiine varilmastir.

Sairam et al. (2000) kuraklik stresinin bitkide meydana getirdigi degisiklikleri
incelemek i¢in yaptiklari denemede bes ayri bugday cesidi kullanilmigtir. Denemede
membran stabilitesi, nispi nem ve askorbik asit miktarina bakilmistir. Kuraklik stresi
membran stabilitesi, nispi nem ve askorbik asit miktarini diigiirmiis, lipit peroksidasyon
ile hidrojen peroksit miktarim ytikseltmistir. Kurakliga dayanikli ve hassas cesitlerde bu
durum degerlendirildiginde ise dayamikli c¢esit bugdaylarda membran stabilitesi,
askorbikasit miktar1 ve nispi nem miktar1 hassas bugday cesitlerine gore daha yliksek
oldugu tespit edilmistir. Bunun digindaki lipit peroksidasyon orani ile hidrojen peroksit

miktar1 kurakliga dayaniksiz bugday ¢esitlerinde daha yiiksek bulunmustur.

Merah (2001) tarafindan yapilan calismada, 144 makarnalik bugday genotipinde
kuraklik gostergesi olabilecegi diisiiniilen oransal nem igeridi ile ozmotik potansiyel,
verim, hasat indeksi degerleri incelenmistir. Arastirma sonucunda ozmotik potansiyel
ile oransal nem iceriginin kurakliga dayaniklilik kriteri olarak kullanilabilecegini tespit

etmislerdir.

Larbi and Mekliche (2004) tarafindan kurak ve sulu ortamlarda, ekmeklik bugday ve

makarnalik bugday cesitlerinin yaprak oransal nem igerigi ve yaprak yesil kalma siiresi
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ile verim iligkileri incelenmistir. Arastirma sonucunda sulu sartlarda oransal nem
iceriginde makarnalik ve ekmeklik bugday arasinda fark bulunamamis, ancak kurak
sartlarda makarnalik bugdaydaki su kaybi1 ekmeklik bugdaydaki su kaybindan daha
fazla bulunmus, yaprak yesil kalma siireleri ayn1 fakat kuraklik stresi altindaki yaprak

sararma hizi ise makarnalik bugdayda ekmeklik bugdaya gore daha fazla olmustur.

Sayar et al. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, makarnalik bugday gesitleri kuraklik
stresi altinda yetistirilmistir. Yetisme sartlar1; 5 farkli osmotik basing kosullarinda (0,
0.2, -0.4, -0.6 ve -0.8 MPa.) 25°C’de 7 giin boyunca ¢imlendirilmis; ¢imlenme oran,
yaprak-su potansiyeli ve klorofil floresansi incelenmistir. Kuraklik siddeti arttik¢a
klorofil floresans oraninda %16-63, ¢imlenme oraninda %9-28 diisiis tespit edilmistir.

Kuraklikta artis bugdayda yaprak-su potansiyelini azaltmistir.

Kuraklik stresinde bitkinin zarar gordiigii metabolizmalarindan biri de fotosentezdir.
Bitkide yaprak alan1 ve yapragin klorofil icerigi fotosentetik aktiviteside fotosentez hizi
icin oldukca Onemlidir. Bitkide bu olaylarin istenilen sekilde gelismesi ise yeterli su
miktarina sahip oldugu takdirde gerceklesir. Stres sartlarinda bitkide fotosentezin
stomalar tarafindan kontrolii ve stomalar disindaki faktorlerce kontrolii olarak iki

sekilde fotosentezde yavaslama olur (Cirak ve Esendal 2006).

Ommen et al. (1999) tarafindan kishik bugday iizerine yapilan arastirmada, optimum
yetisme kosullarindaki bitkilerin maksimum klorofil igeriginin (tozlanma dénemi) 460-
500 mg m= degerleri arasinda degisim gosterdigini tespit etmistir. Kuraklik stresine

maruz birakilan bitkilerde artan sekilde klorofil yikimlarinin olustugu gozlenmistir.

Kog¢ vd (2003) tarafindan Cukurova yoresinde gergeklestirilen ¢alismada, 12 adet
makarnalik bugday ¢esidi kullanilmistir. Calismada genotipler, fotosentez hizi, verim ve
yesil kalma siiresi bakimindan degerlendirilmistir. Calisma sonucunda verim ile

fotosentez hizi ve yesil kalma siiresinin iliskili oldugu sonucuna varilmistir.
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Kuraklik sartlar1 altindaki bitkinin fotosentez mekanizmasina iliskin o6zellikleri ile
kuraklik stresine dayanikliligi arasindaki iligkinin incelendigi bir ¢alismada (Rong-hua
et al. 2006), 4 ayr1 arpa gesidi kullanmustir. Stres altinda klorofil yapisinda bozulma
olan gesitlerin verim kriterleride azalma tespit edilmistir. Deneme sonucu tespit edilen
bu durumun kuraklik stresine dayanikli ¢esit eldesi icin seleksiyon kriteri olarak kabul

edilebilecegini belirtmiglerdir.

Zhang et al. (2006) tarafindan gergeklestirilen tarla denemesinde yaprak aksaminin
fotosentetik Ozellikleri arastirilmistir. Arastirma igin iki ayr1 yazlik ekmeklik bugday
cesidi ile calisilmistir. Fotosentez aktivitesinin en fazla oldugu donem bayrak yaprak
cikisinin 10 giin sonrast oldugu gozlemlenmis ve bu gelisme donemi sararmanin da
baslangict oldugu kabul edilmistir. Bayrak yaprak c¢ikisinin 27 giin sonrasinda ise
fotosentez aktivitesinde azalma tespit edilmis, ekmeklik bugday cesidinden biri olan
NMO9 genotipinin, diger NM8 genotipine oranla daha yiiksek klorofil i¢erdigini ve daha
fazla klorofil a/b oranina sahip oldugunu, klorofildeki diisiisiin diger genotipe oranla
daha yavas oldugunu ve bunun sonucunda bayrak yapraginin yesil kalma stiresinin daha
fazla uzadigr gozlemlenmistir. Caligma sonucunda verim yiiksekligi ile yapragin yesil

kalma sitiresi kriterleri arasinda iligki tespit edilmistir.

Karimiziadeh et al. (2011), kuraklik stresinde bitki ortiisii sicakligi ve klorofil igerigini
incelemistir. Calismada 6 makarnalik bugday c¢esidi kullanilmigtir. Arastirma
neticesinde bitki ortiisii sicakligindaki diigsme ile klorofil igerigi parametrelerinin verim
acisindan 6nemli oldugunu ve bu 6zelliklerden seleksiyonda yararlanilabilecegini tespit

etmislerdir.

Yildirim vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, 2005-2006 yillar1 arasinda Diyarbakir
bolgesinde iki ayr1 yorede yetistirilen bugday ¢esitlerinde klorofil dlgiimleri (SPAD)
yapilmistir. Bu deneme i¢in 25 ayr1 makarnalik bugday cesidi yetistirilmistir. SPAD
okumalarmi iki ayri donemde (erken ve siit olum donemi) gergeklestirmislerdir. Elde
edilen bu degerler tane verimi, kalite ve verim parametreleri ile iligkisi yoniiyle

incelenmistir. Incelemede tane verimi hesabinin sulu kosullarda ve yagisa bagiml
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kosullarda tane sayisi ile hesap edilebilecegini ve SPAD okumalarinin makarnalik
bugday i¢in yiikksek verimli ¢esit belirlemede seleksiyon kriteri olarak

kullanilabilecegini de belirtmislerdir.

Shefazadeh et al (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, makarnalik bugday cesitlerinde
kurakliga dayaniklilik mekanizmasini aragtirmiglardir. Calismada, bayrak yaprak
klorofil igerigi ve bitki ortiisii sicakligina bakilmistir. Gelisme donemlerine gore klorofil
icerikleri, basaklanma baslangicinda diisiik, basaklanma ileri doneminde en yliksek, tane
doldurma doéneminde diisiik, tam olum dénemine dogru iyice azalmis oldugunu tespit
etmislerdir. Bu arastirma ile makarnalik bugday icin bayrak yaprak klorofil igeriginin
kuraga toleransin ¢esitleri tanimada aktif rol iistlendigi, kuraklik sartlari altinda klorofil
icerigi fazla olan c¢esitlerin az degisen verim degerine sahip olduklarini

gbzlemlemislerdir.

Kuraklik stresi altindaki bitkide stoma regiilasyonu da zarar gormektedir. Bunun
yaninda kuraklik stresine adapte olan bitkilerde transpirasyon orani diigiik, stomalarin

iletkenligi ise yiiksek bulunmustur (Makbul et al. 2011).

El-Hafid et al (1998) tarafindan yapilan ¢aligma 6 makarnalik bugday gesidi 4 farkli
sulama kosulunda (I. Kontrol olarak iyi bir sulanan, II. Cikistan kardeslenme dénemine
kadar sulama yapilmayan, III. Cikistan kardeslenme yar1 donemine kadar kadar sulama
yapilmayan, IV. Cikistan kardeslenme son donemine kadar sulama yapilmayan)
yetistirilmistir. Arastirmada, karbondioksit degisim orani, net fotosentez orani, su kayba,
stoma ve su kullanim iletkenligi, oransal nem igerigi incelenmistir. Arastirma sonunda
kuraklik siddeti ile karbondioksit degisim orani, su kayb1 ve net fotosentez oraninin ters
orantilt oldugu sonucuna varmislardir. Diisiik direngli cesitlerde kuraklik siddetinin
azalmasi ile stoma iletkenligi ve su kullanim etkinligi azalmigtir. Calisma sonucunda,
karbondioksit degisim oraninin, su kayip oraninin, diisiik stoma direncinin, oransal nem
iceriginin ve osmotik ayarlamanin kriterlerinin kuraklik siddetine dayanikli cesit 1slahi

i¢in uygun kriterler oldugunu bildirmislerdir.
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Fischer et al. (1998) tarafindan 8 yazlik ekmeklik bugday ¢esidinde yapilan ¢alismada,
yaprak sicakligi, stoma iletkenligi, fotosentez hiz1 ve verim incelenmistir. Ilk ii¢ kriter
arasinda olumlu iligkiler tespit edilmis, en fazla iliski stoma iletkenligi ile verim
arasinda bulunmustur. Bitkilerin yetistigi y1l ortalamasina gdre fotosentez hizi %23,

verim %27, stoma iletkenligi %63 artmistir.

Bahar vd (2004) tarafinca yapilan ¢aligmada, Cukurova bolgesinde yazlik makarnalik
bugday ¢esidinin verim ve stoma iletkenligi O&zellikleri arasindaki iligkileri
incelenmistir. Erken siit olum, geg¢ siit olum ve erken olgunluk olarak {i¢ ayr1 donemde
stoma iletkenligi Olglimii yapilmistir. Elde edilen sonuglar arasinda farkliliklar
gozlemlenmistir. Erken siit olum doneminde, stoma iletkenligi ile tane verimi, basakta
tane sayisi, basak verimi ve basak uzunlugu degerleri arasinda pozitif bir iligki tespit
edilmistir. Yapilan calisma bu bolgede yetisen bugdayin 1slahi i¢in stoma iletkenliginin

bir seleksiyon kriteri olarak kabul edilebilecegini géstermistir.

Kuraklik stresi altinda bitki hiicresinde goriilen su kaybiyla beraber, hiicre membraninda
farklilik gosterir ve bu degisiklik membran yapisinda bulunan lipitlerin sivi-kat1 fazinda
normalden daha diisiik kinetik enerjiyle lateral ayrica rotasyonal hareket meydana
getirmektedir. Kuraklikta su kaybeden hiicrenin hacmide azalir ve hiicrede plazma
membraninin ayrilmasiyla plazmoliz olayr gerceklesir. Gerilen plazma membraninda

yirtilma ve ¢okmeler meydana gelebilir ve bu durum kalici olarak meydana gelir (Kutlu
2010).

Dhanda et al. (2004) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, 30 ayr1 ekmeklik bugday
cesidi kuraklik stresine maruz birakilmis; membran stabilitesi, ¢cimlenme ylizdesi, kok
uzunlugu, sap uzunlugu, kok/sap orani, koleoptil uzunlugu incelenmistir. Kuraklik
stresine en fazla dayanan cesit 6zelligi olarak membran stabilitesi, bunun ardindan ise

kok/sap orani tespit edilmistir.

Shafeeq et al. (2006) tarafindan yapilan arastirmada, bugday sulu ve kuru sartlara maruz

birakilmis ve bu ortamlardaki g¢esitlerin membran zararlanma degerleri incelenmistir.
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Sulu sartlar ve kuru kosullar karsilastirildiginda, kuraklik sartlarinda membran
zararlanmasinin artis gosterdigi tespit edilmis ve en fazla zararin Basribey (%70.9),
Golia (%70.0) ve Sagittario (%62.9) genotiplerinde meydana geldigi belirlenmistir.
Kuraklik stresi altindaki bugdayin incelenmesi neticesinde, bu sartlar i¢in segilebilecek

en uygun parametrenin hiicre membran zararlanmasi oldugu tespit edilmistir.

Yildirim vd (2009) tarafindan yapilan ¢aligma, tarla sartlarinda yapilan 4 ayr1 yazlik
bugday anaci ve bunlara ait alt1 F, diallel melez doéllerinde, iki ayr1 metotla (MTS,
yiiksek sicaklik, membran kararliligi ve RI, zarar indeksi) tespit edilen membran
kararliliginin farkli gelisme evrelerindeki farkliliklarinin tespiti i¢in yapilmistir. MTS ve
RI parametrelerinin {i¢ ayri biiyime doneminde benzer egilim gosterdigini, biiyiime
doneminin c¢esitlerin MTS ve RI sonuglarini 6nemli derecede etkiledigini c¢esitlerin
membran kararhiligi parametrelerinin biiylime donemi ilerledikge diisiis gdsterdigini
tespit etmislerdir. Bitkinin erken siit olum doneminde tane verimi ile bayrak yaprak

membran kararlilig1 arasinda iliski tespit edilmistir.

Yavas (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada, kullanilan bugday genotiplerine PEG 6000
cozeltisi ile kuraklik stresine maruz birakilmis ve membran stabilite degerini
incelemistir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin membran stabilite degerinde

diisme oldugu gozlenmistir.

Canlilarda bulunan serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniistiigii
sirada olusan reaktif molekiiller olarak tanimlanir. Canli metabolizmasi i¢in oksijen
oldukga gereklidir. Ancak, bu metabolik faaliyetlerin olustugu sirada reaktif
karakteristikli ara tiriinler meydana gelir. Bu reaktif molekiiller canlida protein, DNA ve
lipit gibi hiicre yapilarinda zarara yol agar. Bu zarar1 6nlemek ve bu serbest radikallerin
kontrollii tiretilmesini saglamak i¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 gorev alirlar.
Fakat bazen canlida antioksidan savunma mekanizmalar etkin sekilde serbest radikal
tretimini Onleyemez. Canlinin bu metabolizma durumunda oksidatif stres meydana

gelir (Brody 1999).
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Zlatev et al. (2006) tarafindan ii¢ fasulye ¢esidinde kuraklik toleransinin incelendigi
arastirmada, su stresi altindaki bitkilerde lipid peroksidasyon, H,O,, membran hasar

indeksi ve OH" diizeyinde artig goriilmustiir.

Cruz de Carvalho (2008) tarafindan kuraklik stresinde reaktif oksijen tiirlerinin
incelendigi calismada, kuraklik stresi altinda fotorespirasyon sirasinda H,O» iiretimi
total olarak %70 ve lizerinde olabilmektedir. Kuraklik stresi altinda lipit peroksidasyon

ve HyO,degerleri de artmustir.

Ghamdi (2009) tarafindan bugdayda kuraklik yanit mekanizmasi ve oksidatif stres
tolerans1 konusunun incelendigi arastirmada, kuraklik stresi nedeniyle oksidatif stres
altindaki bitkide H,0O, diizeyi yiliksek bulunmustur. Kuraklik stresi lipid peroksidasyon

ve H,0; diizeyini indiiklemis bu yiizden oksidatif stresin gostergesi kabul edilmistir.

Chakraborty and Pradhan (2010) tarafindan, bugday cesitlerinde kuraklik stresi kaynakli
oksidatif stres ve antioksidan yanitlarinin incelendigi ¢calismada, kuraklik stresi altinda
nispi su  igeriginde azalma  gergeklesmis, oksidatif  hasar  artmuis,

lipid peroksidasyon ve H,O;birikimi artmistir

Bes ayr1 bugday ¢esidinde (KW, UP 2752, PBW 343, SO ve LV) kuraklik stresine karsi
oksidatif stres ve antioksidan savunma sistem mekanizmasinin incelendigi ¢alismada
(Chakraborty and Pradhan 2012), stres sartlarinda bugdayda H,0, ve lipid
peroksidasyon birikiminde artis oldugu gdzlenmistir. Ozellikle bu birikimin LV bugday

¢esidinde 6nemli derecede oldugu goriilmiistiir.

Bitki genomu ¢ok kararli olmasina ragmen DNA’ya hasar verebilen biyotik ve abiyotik
strese maruz kaldiginda DNA hasar gorebilir. Igsel olarak meydana gelen DNA hasarina

spontan DNA hasar1 denir ve ROT tarafindan meydana gelir.
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Aver (1999) tarafindan yapilan arastirmada, ekmeklik bugday (T. aestium L.) ve
makarnalik bugday (T. durum Desf)'m hassas ve dayanikli ¢esitlerinde tuzluluk ve
kuraklik stresine karsi olusan farkliliklar ve bunlarin hormon degisimi konusu
incelenmistir. Strese maruz kalan bitkinin RNA miktarinda ve DNA fraksiyonlarinda

degisiklikler meydana geldigini bildirmislerdir.

Arslan (2012) tarafindan bugdayda yapilan ¢alismada, (Triticum aestivum cv. Karasu
90), kuraklik stresinde putresin uygulamasinin genetik ve epigenetik etkileri RAPD ve
CRED-RA teknikleri yardimi ile incelenmistir. Arastirmada kuraklik stresinin genomik

kalip stabilitesini azalttigini, DNA hipermetilasyonuna neden oldugunu belirlemistir.

Biyotik ve abiyotik strese neden olan bazi c¢evresel nedenler DNA demetilasyonu
yoluyla transpozonlart harekete gecirebilir (Chinnusamy and Zhu 2000). Antirrhinum
majus bitkisinde soguk stresi DNA hipometilasyonuna ve Tam-3 transpozonunun
taranspozisyonuna neden oldugu bildirilmistir. Arastiricilar, Tam3 transpozonunun
15°C’de hareketli oldugunu ve bu sicaklikta Tam 3 transpozaz (TPase)’1n transpozonun
subterminal bolgesine baglanarak metilasyon oranimni diisiirdiigiini sicakligin 25°C’ye
cikarilmasiyla olusturulan stres ile transpozonun hareketinin  baskilandigini

gozlemlemislerdir (Hashida et al. 2006).

Ozellikle birgok bitki tiiriinde bulunan uzun ug tekrarli (LTR) retrotranspozonlar,
transkripsiyonda rol oynayan LTR dizilerindeki yiiksek degiskenlik derecesi ile
karakterize edilirler ve farkli stres uyarilarina cevap vermekle iligkili yeni ekspresyon
sekilleri kazanarak evrimlesmislerdir. Bitki LTR retrotranspozonlarinin bir¢ogu, biyotik
ve abiyotik stres uyarilarina cevap olarak daha genis transkript havuzlar {iretirler

(Mansour 2007).

Tiim bilinen bitki retrotranspozonlari normal biiyiime ve gelisme boyunca inaktif
durumda olup farkli abiyotik ve biyotik stres faktorleri tarafindan aktive edilebilir ve
harekete gegirilebilirler. Boylelikle bu hareketlilikleri mutasyon oranini arttirmakta ve

yeni genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmaktadir. Retrotranspozonlar pek ¢ok genomik lokus
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icine girebilmekte ve mutasyonlara ve yeni Ozellikleri iceren bireyler arasinda
insersiyonel polimorfizm olusturmaktadirlar (Kumar and Bennetzen 1999). Bu durum
soguk, yaralanma, patojen ataklari, mekanik hasar, melezleme, protoplast izolasyonu ya
da in vitro regenerasyon, gibi faktorler tarafindan uyarilmaktadir (Hirochika 1995;

Grandbastien et al. 2005; Salazar et al. 2007).

Hirochika and Hirochika (1993), tiitiinde doku kiiltiiriinde meydana gelen yaralanmalara
bagli olarak olusan Ttol, Tto2 ve Tntl retrotranspozonlarinin hareket ederek genom
tizerinde yeni yerlere lokalize olduklarim1 ve mutajenik etkiye sebep oldugunu
gostermistir. Yine Tntl retrotranspozonun fungal uygulamalarda aktivitesinin arttigi
belirlenmistir (Melayah et al. 2001). Grandbastien et al. (1997), Tntla retro
transpozonunun promotoriiniin ¢esitli stres faktorleri tarafindan aktive edildigini
bildirmislerdir. Woodrow et al. (2010) yaptiklari ¢alismada, Triticum durum L. bitkisine
uyguladiklart tuz ve 1s1ik stresinin Ttdla retrotranspozonunun aktivitesini artirarak
diren¢ geninin yanina yerlesmesine neden oldugunu ve bu sekilde bitkiyi strese karsi

korudugunu bildirilmislerdir.

Diger bir retrotranspozon olan TLCI yaralanma, protoplast izalasyonu, yiiksek tuz
konsantrasyonunda aktive oldugu bildirilmistir (Mansour 2007). Ayrica, TLC1.1
retrotranspozonunun stresle ilgili bazi sinyal molekiillerine (etilen, metil jasmonat,
salisilik asit ve 2,4-diklorofenoksaketik asit) cevap olarak aktive oldugu bildirilmistir
(Salazar et al. 2007) .

Monokotiledonlarda Tos17 retrotraspozonunun doku kiiltiirli, sitozin demetilasyonu,
gelisim ve patogen girisi gibi farkli biyotik ve abiyotik stres faktorleri tarafindan aktive
edildigi bildirilmistir (Liu et al. 2004; Sha et al. 2005). Yine bugdayda Wis 2-1aA
retrotranspozonunun bugday evriminde onemli bir retrotraspozon oldugu belirlenmistir

(Kashkush et al. 2003).

Steward et al. (2000), Ac/Ds retrotranspozonun soguk stresinin etkisiyle DNA

metiltransferazi baskilayarak transpozonda hipometilasyona yol agtigini1 bildirmislerdir.
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Misir bitkisinde yapilan bir ¢alismada (Tan 2010), uygulanan NaCl’iin olusturdugu

osmotik stresin retrotranspozonlarin metillenmesine yol actig1 bildirilmistir.

Evrensel (2010), Nikita retrotranspozonunun hareketliligini arpada (Hordeum vulgare
L.) bitki doku kiiltiiri kosullarinda, IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified
Polymorphism) molekiiler markir teknigi kullanarak incelemis ve farkli yaslardaki
kalluslarda meydana gelen polimorfizmin Nikita retrotranspozonun hareketlerine bagl
oldugunu bildirmistir. Yine Evrensel vd (2011) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada,
farkli yaslardaki (30, 45 ve 60 giinliik) arpa kallus kiiltiirlerinde yasa bagli meydana
gelen BARE-1 retrotranspozonunun hareketleri IRAP markir teknigi ile incelenmistir.
Arastirma  sonucunda, kallus kiiltiirlinlin ~ yasma bagli olarak BARE-1

retrotranspozonunun %14-25 oraninda polimorfizme neden oldugunu belirlemislerdir.

Molekiiler markirlar teknolojisi; DNA parmak izi analizi, genetik haritalama, molekiiler

bitki 1slah1 ve filogenetik ¢aligmalarda hayati role sahiptir.

Bitki genomlarmin biiyiik bolimiinde retrotranspozon molekiilleri bulunur (Queen et al.
2004). Retrotranspozonlar yogunluklarindan dolayr her zaman bulunabilmeleri, genom
icerisinde yayilmis olmalar1 ve buradaki dagilimlarindan dolayr markdr sistemlerinde
etkin bir rol oynarlar (Flavell et al. 1998). Retrotranspozonlara bagli olarak meydana
gelen polimorfizmin belirlenmesinde IRAP, REMAP, RBIP, iPBS ve S-SAP gibi

molekiiler markirlar yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Kalendar et al. 2011).

IRAP teknigi, degerli retrotranspozon temelli markor sistemlerinden biridir (Kalendar et
al. 1999). PCR temelli molekiiler markor sistemlerinden IRAP  yontemi, iki
retroelement arasinda bulunan DNA parcasinin ¢ogaltilmas: ile insersiyonal

polimorfizmi tespit etmektedir (Kalendar vd 2011).

Alagam (2013), kiiltiire alinmas olgun embriyolardan elde edilen 40 ve 80 giinlik
kalluslardan meydana gelen retrotranspozon kaynakli polimorfizm tespitinde IRAP ve

iPBS teknikleri ile Sukkula’ya o6zel iki farkli primer kullanilmas1 sureti ile
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gerceklestirilmistir. Arastirma sonunda, doku kiiltlirii sartlar1 ve kallus yaslarinin
Sukkula retrotranspozon hareketlerinde etkili oldugunu ve tim bireyler iizerinde ayni

etkiyi gostermedigini ortaya koymustur.

Sigmaz (2014) tarafindan gerceklestirilen calismada, bugday 4 ayn tuz
konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Tuz stresi ile aktif hale gelen baz
retrotranspozonlarin  (Nikita-E2647, Sukkula, Stowaway, WLTR2105 ve 5LTR)
polimorfizmi ile bu polimorfizme farkli dozlarda (0.01, 0,1 ve 1 mM) putresinin tesiri
incelenmistir. Calisma neticesiyle tuz stresi altinda retrotranspozon kaynakl
polimorfizmin oraninin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, Sukkula retrotranspozonunda
goriilen polimorfizmin yiiksek oldugu ve en yiiksek putresin dozunda (I mM) en iyi

korunan retrotranspozon olarak belirlenmistir.

Yaprak (2015) tarafinca yapilan calismada, sentetik oksinleri icerisindeki 2,4-D ve
dikambanin 4 farkli konsantrasyon (250, 500, 750 ve 1000 ppm) stresi ile aktive olan
bazi retrotranspozonlarim (WLTR2105, N-57 (Nikita57), Sukkula, Nikita E2647,
Stowaway, BARE 1(0)) polimorfizmi ve olusan DNA hasarlar1 aragtirilmistir.
Retrotranspozonlarin polimorfizminin ve DNA hasarmin belirlenmesi i¢in IRAP ve
REMAP teknikleri kullanmilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, sentetik oksin
uygulamasiyla retrotranspozon polimorfizminin yiiksedigini ve DNA hasarinin
olustugunu gozlemislerdir. Bunun disinda polimorfizm gostergesi olan GTS oraninin

artan sentetik oksin konsantrasyonuna bagl olarak diistligii belirlenmistir.

Yagct (2015) bugday 4 ayri tuz konsantrasyonda strese (0,200, 300 ve 400 mM NacCl)
maruz birakmistir. Stres sartlarina maruz kalmis bitkilerde retrotranspozon kaynaklh
polimorfizmi belirlemek i¢in IRAP ile REMAP tekniklerini kullanmistir. Calisma
sonucunda, tuz stresi uygulamasiyla retrotranspozon kaynakli polimorfizmde yiikselme
meydana gelmis ve DNA hasarinin olustugu belirlenmistir. Polimorfizm gostergesi olan
genomik kararlilik sabitliligi'nin  (GTS) tuz konsantrasyonu arttikca diistiigi

belirlenmistir.
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Kianoosh (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Ulkemiz ve Diinyada kullanilan 67 ayri
fasulye cesidine LTR-retrotranspozon kaynakli iPBS markdr teknikleri uygulanmus,
molekiiler diizeyde tanimlama yapilmistir. iPBS markoér analiz yonteminde, 47
primerden 180 tane polimorfik bant olusturulmustur. Bu yontemle elde edilen en yiiksek
PIC degeri iPBS-2394 primeri kullanildiginda 0.94 bulunmus, en diigiik PIC degeriyse
IPBS-2375 primeri kullanildiginda 0.03 tespit edilmistir.

Antioksidan (ylikseltgeme Onleyici) olan maddeler yaglarin oksidasyonunu yavaslatirlar
(Keskin ve Erkmen 1987). Canli biinyesinde devam eden kimyasal siiregler 6zellikle
stres sartlarinin etkisiz ve kontrolsiiz bir sekilde serbest radikallerin ¢ogalmasina bu da
oksitlenmeye neden olur. Serbest radikaller yiiksek derecede reaktiftir ve farkli
molekiiller ile reaksiyona girerek hiicrelere dolayisiyla canliya zarar vermektedirler.
Boyle durumlarda antioksidanlar savunma mekanizmasi olarak devreye girer, serbest

radikallerle bag kurarak canli hiicre zararina engel olurlar (Shahidi 1997).

a-Tokoferoller faydali lipofil antioksidanlardandir. Biyolojik membranlarda, ROT ve
yag radikallerini temizler, koruyucu ve temel bilesenleri olustururlar. E vitaminleri
icinde a-tokoferol, (a-, B-, y-, 6-) olarak dort izomer arasinda en yiiksek antioksidan
kapasitesine sahiptir. Tokoferoller sadece fotosentetik organizmalar tarafindan
sentezlenir. Boylece su sadece bitkideki yesil dokularda olur. y-tocopherol ;y- tokoferol-
metil-transferaz (y-TMT kodlu VTE4) enzimiyle sentezlenir. Tokoferollerin bilinen
yapisal ve islevsel iki yetenegi vardir. Serbest oksijen ve su stresine Kkarsi,
kloroplastlarda yaglar ve membran bilesenlerini bozulmalardan korur ve stres sartlari
altinda olusan asir1 enerjiye karsi fotosistemll sisteminide muhafaza eder. Tokoferol
ayrica etkin serbest radikalleri yakalar ve LPO dongiisiinde kararsiz zincir ¢ogalmasini
engeller. a-Tokoferol, membran-su arayiiziindeki yag radikallerini (RO’, ROO’, ve RO)
azaltir ve TOH déniistiiriir. TOH radikali diisiik form GSH ( Indirgenmis glutatyon) ve
AA (askorbat) ile etkileserek geri doniistime ugrar (Das and Roychoudhury 2014) .

Boo and Jung (1999) tarafindan celtik bitkisiyle yiiriitiilen calismada, bitkilere %10’luk
PEG 6000 uygulanarak kuraklik stresi yaratilmistir. Su stresi nedeniyle siirgtinlerin lipid
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peroksidasyonunun, klorofil par¢alanmasinin, askorbat, glutatyon, a-tokoferol ve
karatenoit gibi diisik molekiilli antioksidanlarin uyarildigi belirlenmistir. Ayni
zamanda su stresinin bitkilerin siliperoksit dismutaz, askorbat rediiktaz ve peroksidaz
aktivitelerini ¢ok az, katalaz aktivitesini ise biiylik Ol¢lide azalttigi; buna karsin
monodehidroaskorbat rediiktaz, dehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon rediiktaz

aktivitelerini 6nemli 6l¢iide artirdigt bildirilmistir.

Havaux et al. (2005) ¢alismalarda, UV-C uygulamasi ile gergeklesen stres sartlarinin
bitkilerin o-tokoferol diizeylerindeki etkileri incelenmistir. Arastirmada, o-tokoferol
antioksidaninin ¢oklu doymamis yag asitlerindeki zincir reaksiyonu ile lipit oksidasyon
kaynakli serbest radikal molekiillerinin sonlandirma 6zelliginin oldugu ve bu gorevi ile
zincir kirict etkili bir antioksidan ¢esidi oldugu anlasilmistir. Dolayis1 ile UV-C stres
sartlarinda artan bu o-tokoferol oraninin, aym1 zamanda deney materyalini stres

sartlarindan korunmasinda etkili oldugu belirlenmistir.

Szarka et al. (2012), glutatyon, a-tokoferol ve askorbat uygulamalarinin abiyotik stres
sartlarina tepkilerini incelemistir. Bu {i¢ uygulamanin ROT olusumunu engelledigini ve

bitkilerde zararlanma oranini diisiirdiigiinii bildirmistir.

Soltani et al. (2012), a-tokoferol ve pridoksinin bitki gelisimine etkisini incelemistir.
[ran sartlarinda tarla kosullarinda yapilan denemede Calendula officinalis L. bitkilerine
0-50 ve 100 ppm a-tokoferol uygulanmis, bu uygulamayla bitkide biiylime ve gelisme
sonuglar1 incelenmistir. Kok agirligi, yaprak alani, klorofil b, indirgen sekerler, ve
hiperoside miktarinin azaltilmasi ile en yiiksek tohum verimi ve bitki gelisimi i¢in 100

ppm a-tokoferol uygulamasini 6nermistir.

Rivero and Orcutt (1991), su stresi altinda yerfistiginda (Arachis hypogea L., cv. NC-
17) mutasyon bir mantar ilact olan dinikonazol (DINI) ile muamele karsisinda a-
tokoferol, glutatyon ve askorbat tepkileri arastirilmistir. Kontrol ve DINI uygulamalari

bitkilerde a-tokoferol diizeyleri arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Ancak, o-


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/belirgin%20bir%20fark%20yok
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tokoferol diizeyinde %14 oraninda bir artig su stresi altinda DINI uygulanan bitkilerde

belirlenmistir.

Mayank et al. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada bitkilerde stres toleransi tizerinde
tokoferol kompozisyon ve igerik etkisini incelemek amaciyla; temel olarak susturulmus
homogentisat fitiltransferaz ve y-tokoferol methiltransferaz igeren transgenik patates
(Solanum  tuberosum) bitkisinde yapilmistir. Analizler sonucunda tokoferol

aktivitesinde artis stres tolerans mekanizmasini olumlu yonde etkilemistir.

Munné-Bosch et al. (2001), kurakligin neden oldugu yaslanma ve kloroplast kaybr ile
antioksidan savunma sistemleri arasindaki iliskiyi incelemistir. Kuraklik, oksidatif stres
ve yaprak yaslanmasi arasindaki iliski adacay1 (Salvia officinalis L.) bitkisinde
degerlendirilmistir. Arastirmada, kloroplast mezofil hiicrelerinin plazma zarinda,
kuraklik ve dolayisiyla oksidatif stres sartlarinda H.O, ve ROT birikimine karst B-
karoten ve o-tokoferol uygulamasinin ROT tiirleri birikimini azalttigi ve boylece

oksidatif stres kaynakli bitki zararlanmasini 6nledigini bildirmistir.

Abbasi et al. (2007), transgenik tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinde stres sartlari
altinda a-tokoferol antioksidanin roliinii incelemistir. Deneme sonunda stres sartlari
altinda a-tokoferoliin, elektrolit sizintisi, lipid oran1 ve membran hasar1 gibi fizyolojik

parametreleri azalttig1 gézlenmistir.

Sadak and Dawood (2014), tuzluluk stresinin keten bitkisi (Linum usitatissimum L.)
tizerinde etkilerinin hafifletilmesi igin absisik asit ve o-tokoferoliin roliini
incelemisglerdir. o-tokoferoliin kuraklik stresi altindaki bitkinin klorofil kaybim
minimize ettigini bildirmislerdir. a-tokoferol ile muamele edilen keten bitkisinin total

karbonhidrat miktarinda artis, protein sentezi ve hiicre 6liimiinde azalis belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitkisel materyal

Calismamizda bitki materyali olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin
edilen ve kurakliga hassas oldugu bilinen Triticum aestivum cv. Karasu 90 ¢esidi ile
kurakliga toleranshi Triticum aestivum cv. Kirag 66 bugday c¢esitleri kullanilmigtir. Bu
cesitlere ait ozellikler Cizelge 3.1°de belirtilmistir. Karasu 90 ve Kira¢ 66 cesitlerinin
tohumlar1 ¢imlendirilmis ve kok, govde ve yaprak kisimlarindan c¢aligma materyali

olarak yararlanilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan g¢esitlerin 6zellikleri

OZELLIKLER KARASU 90 KIRAC 66

Islah Edildigi Kurulus Dogu Anadolu Tarimsal Anadolu Zirai Arastirma
Arastirma Enstitlisii-Erzurum Enstitiisii-Eskisehir

Tescil Yili 1990 1970

Sap ve Yaprak Ozellikleri

Orta uzun boylu bir ¢esittir.
Yapraklar yesil, tiiysiiz ve orta
genistir.

Sap1 110-115 cm uzunlugunda,
orta saglam yapidadir. Yapraklar
yesil renkli orta biiyiikliikte ve
tilysiizdiir.

Basak Yapisi Hafi egik, orta uzunlukta ve Kilgikli, beyaz krem kavuzlu,
siklikta basak yapisina sahiptir. orta uzun yogunlugu orta sik ve
Bagaklar sarimsi beyaz renkli ve | hafif egik durusludur.
kilgiksizdir.

Tane Ozellikleri Kirmizi renkli, orta uzun ve sert Beyaz sert taneli, 1000 tane

tane yapisina sahip ve bin tane
agirligi 40-45 gramdir.2.sinif

agirhig1 40-42 gram ve hektolitre
agirhigy 72-74 kg.dir.

ekmeklik bugdaydir.

Tarimsal Ozellikleri Kjslik karakterlidir. Yatmaya | Tam kislik bir ¢esit olup, soguga
mukavemeti iyidir.  Giibreye | ve kuraga dayanikli,
kars1 kardeslenmesi yiiksektir. Orta

reaksiyonu ve harman olma
kabiliyeti iyidir. Orta erkenci bir
gesittir.

erkenci olup, sonbaharda erken
ve iyi ¢ikis saglanirsa iyi netice
almur. Kigt sert gecen yiiksek
rakiml bolgelerde kir-bayir
tarlalara tavsiye edilir. Tane
dokmez, harman olma kabiliyeti
cok iyidir. Kuvvetli taban
arazilere ekildiginde ve fazla
azotlu giibre verildiginde yatma
goriilebilir.

Hastalik Durumu

Kara pasa hassas, diger
paslar, siirme ve rastiga orta
dayaniklidir.

Sar1 ve kahverengi paslara tarla
sartlarinda olduk¢a mukavimdir.
Kara pasa hassastir. Stirmeye
kars1 dayanikli rastiga orta
dayaniklidir.

Tavsiye Edildigi Bolgeler

Orta Anadolu'nun yiiksek yerleri
ve Dogu

Anadolu'nun sulanabilir
alanlarina tavsiye edilmektedir
(Celik vd 1996).

Orta Anadolu, Dogu Gegit ve
Dogu  Anadolu  Bolgeleridir.
Kuraga mukavemeti dolayisiyla
senelik  yagist 300 mm.nin
altinda bulunan bdlgelerde iyi bir
verim saglamaktadir (Miilayim
1986).

Kuraklik Stresine Dayanim

Diisiik

Yiiksek
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3.1.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

Sogutmali Santrifiij (Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00)
Santrifiij (Hettich, GERMANY, EBA-20)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayict (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

Jel Gorlintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)
Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Otomatik Pipetler (Eppendorf, GERMANY)

Nanodrop (Qiogen, GERMANY)

Magnetik Karistirict (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuarie, U.S.A. , -86 Ultralow Freezer, SN P07K-476316-PK)
Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Mikrodalga Firin (Argelik, TURKIYE, MD 592)

Kar makinesi (Scotsman, U.S.A. , AH 19828 5)

EC metre (Thermo sicientific, USA)

SPAD metre (Model SPAD 502, Minolta Japan)

3.1.3. Kullamilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Calisma siiresince kullanilan ¢6zeltilerin kimyasal icerikleri asagida belirtilmistir
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3.1.3.a. Kullanilan Polietilen glikol (PEG 6000) cozeltilerinin hazirlams:

Kuraklik stresinin olusturulmasinda Michel and Kaufmann (1973)’a gére PEG 6000

kullanilarak saglanmistir.

0 bar 1000 ml Saf su
-6 bar 223,8 g/L PEG 6000
-8 bar 257,5 g/L PEG 6000

3.1.3.b. Kullanilan a-tokoferol ¢ozeltilerinin hazirlanisi

1 ml’de 1 mg a-tokoferol olacak sekilde absolii alkolde hazirlanan stok soliisyondan

gerekli miktarda alinmig ve saf su ile toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

0 mg/L a-tokoferol (100 ml absolii alkol + 900 ml saf su)
50 mg/L a-tokoferol (50 ml a-tokoferol stok soliisyonu + 950 ml saf su)
100 mg/L a-tokoferol (100 ml a-tokoferol stok soliisyonu + 950 ml saf su)

3.1.3.c. DNA izolasyonunda kullamilan ¢ozeltiler
1M Tris-HCI (1000 ml)

121,1 g Tris-base

700 ml dH,0O

42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)

700 ml su igerisine 121,1 g Tris-base eritilmis ve tizerine 42 ml konsantre HCI

eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamlanarak otoklavlanmstir.

0.5M EDTA PH=0.8 (1000 ml)

136,1 g EDTA
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20 g NaOH
800 ml dH,O
800 ml su igerisine 136,1 g EDTA eritilip, lizerine 20 g NaOH eklenerek pH=8.0 olarak

ayarlanmustir. Filtreden gegirilerek otoklavlanmustir.

5 M NaCl (500 ml)

146,1 g NaCl
450 ml dH,0
146,1 g NaCl 450 ml suda eritilmistir. Toplam hacim 500 ml’ye tamamlanip ve oda

sicakliginda saklanmustir.

10X TE Buffer (1000 ml)

100 ml 1 M Tris-HCI pH=8.0
20ml 0.5 M EDTA
880 ml dH,0 kullanilarak hazirlanmistir.

1X TE Buffer (1000 ml)

10X TE Buffer'dan 100 ml alinip 900 ml saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmustir.
(DNA 1X TE’de ¢oziiliir).

3 M Sodyum Asetat (PH=5.2)(100 ml)

40.8 g Sodyum Asetat (NaOAc.3H,0) 80 ml ultra saf suda iyice eritilmis ve pH= 5.2

oluncaya kadar glasiyel asetik asit eklemis ve toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.
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10 M Amonyum Asetat

77 g Amonyum asetat

800 ml dH,O

77 g Amonyum asetat 800 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Distile su kullanarak
hacmi 1 litreye tamamlanarak stok hazirlanmistir. Calismada 250 mM olacak sekilde

seyreltilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 érnek icin):

1 g toz CTAB (Setil trimetil amonyum bromidir)

0.5 g (%0,1) Sodyum bistilfit (NaHS3 ve Na,S,0s karigimi)(Sigma, 243973)
5 ml Tris-HCI (1 M)

14 ml NaCl (5 M)

2ml EDTA (0.5 M)

0.1 ml (%0.2) B-merkaptoetanol (v/v)

Kloroform: izoamil alkol:

24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir (Fluka, 25666).

2-propanol (izopropanol)

Hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 19516).

Proteinaz K

Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmigtir (Sigma, P2308).
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Riboniikleaz (RNaz)

Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir. (Sigma, R6513).

%70’lik Etil Alkol:

70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.

3.1.3.d. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

Etidyum Bromiir Cozeltisi:

500 ml 0,5X TBE tamponu igerisine 300 ul etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmis

ve karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Bromfenol Blue Cozeltisi:

0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliseroliin toplam hacminin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

10X TBE tamponu:

108 g Tris-base

55 g Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA

700 ml dH,O

700 ml distile su igerisinde 108 g Tris-base, 55 g Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA

¢oOziilmiis ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmaistir.



o1

1X TBE tamponu:

Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirlanmig ve seyreltilerek
(100 ml 10X TBE Tamponu + 900 ml saf su) 1X TBE tamponu hazirlanmistir.

Primerlerin Hazirlanmasi:

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha
sonra da uygun hesaplamalar ile 1 pM olacak sekilde calisma sollisyonlari

hazirlanmustir.

3.1.3.e. Sterilizasyon islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

%1’lik NaOCl (Sodyum hipoklorit):

%35 NaOCI (sodyum hipoklorit) igeren ticari Domestos® marka ¢amasir suyundan 200

ml alinarak hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

%70’lik Etil Alkol:

70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmuistir.

3.2. Yontem

3.2.1. a-Tokoferol ve PEG6000 cozeltilerinin bitkiye uygulanmasi

Triticum aestivum cv. Karasu 90 ve Triticum aestivum cv. Kirag 66 ¢esitlerine ait esit
boyutlarda secilen tohumlar ilk asamada musluk suyu ile yikandiktan sonra %70’lik etil
alkolde 5 dk ¢alkalanip 3 kez steril saf su ile yikanmis ardindan birka¢ damla Tween 20
katilan %10’luk NaOCIl’de 10 dakika siire ile steril edilmistir. Tohumlar 6-7 kez saf
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sudan gecirilmis ve steril filtre kagidi ile kurutulmustur. Esit olarak ayrilan steril
tohumlar Hoagland ¢ozeltisi (Hoagland and Arnon 1938) ile hazirlanmig sivi ortamda
(pH=5,8) ¢imlendirmeye alinmig, 25F1°C’de 16 saat 151k 8 saat karanlik sartlarinda 3
yaprakli oluncaya kadar biyiitilmistir. Kontrol bitkilerine ve kuraklik stresi i¢in
yetistirilen bitkilerin yapraklarma 0, 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarindaki a-tokoferol
spreyle uygulanmistir. Bitkiler, a-tokoferol uygulamasina miitakiben iki giin sonra PEG
6000 ile hazirlanan biri kontrol olmak tizere 0, -6, -8 barlik ozmotik potansiyelde yine

ayni sartlarda 10 giin siireyle kuraklik stresine maruz birakilmistir.

3.2.2. Klorofil miktar1 (SPAD)

Her uygulama i¢in her tekerriirde sansa bagli olarak segilen 5 bitkinin en iist yapraginin
orta damarina gelmeyecek sekilde tam orta kisimlari SPAD-502 Plus aleti ile klorofil
miktart SPAD birimi olarak belirlenmistir. Kuraklik stresinin 5. ve 10. giinlerinde

olmak tizere iki defa 6l¢iim yapilmustir.

3.2.3. Yaprak nispi su icerigi (%)

Uygulama sonunda her uygulama i¢in 3’er tekrarli olmak iizere bitki yapraklarindan
aliman Orneklerin yas agirliklart (YA) (g) belirlenmis ve kapakli petri kaplarina
yerlestirilmistir. Daha sonra yapraklarin turgorlu hale gelmeleri icin saf suda 4 saat
stireyle bekletilmis ve 4 saat sonra turgor agirliklar1 (TA) (g) belirlenmistir. Daha sonra

80°C’de etiivde 48 saat siireyle bekletilmis ve kuru agirliklar1 (KA) (g) belirlenmistir.

Yaprak orneklerinin nispi su igerigi asagidaki formiile gore % olarak hesaplanmigtir

(Barr and Weatherley 1962).

Nispi Su Igerigi (%) = [(YA — KA) / (TA — KA)] x 100
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3.2.4. Hiicre Membran Hasar1 (%)

Hiicre membran hasar1 Lutts et al. (1996)’ya gore yapilmistir. Yaprak ornekleri (0,5 g)
distile saf su ile yikanmis ve igerisinde 15 ml saf su bulunan tiiplere aktarilmis ve
25°C’de 24 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda EC; degeri EC metre ile ol¢lilmiistiir.
Ardindan Ornekler 120°C’de 20 dk otoklavlanmis ve 25°C’ye gelinceye kadar
sogutulmus ve EC, degeri EC metre ile Ol¢iilmiistiir. Bu degerlerden yararlanarak
asagidaki formiilden hiicre membran hasar1 belirlenmistir. Her uygulama igin {i¢

tekerriir yapilmistir.

Hiicre Membran Hasar1 = (EC1/EC,) x 100

3.2.5. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolii i¢in Yagcir (2015) esas alinmis ve birkac maddesinde
degisiklik yapilmstir.

a. Taze olarak hazirlanan DNA Ekstraksiyon tamponu 6nceden 65°C’ye 1sitilmis su
banyosunda bekletilmistir. Bitki materyaline ilave edilmeden Once ekstraksiyon

tamponuna %0.2 (v/v) oraninda B-merkaptoetanol eklenmistir.

b. Stv1 azotta pargalanan 0.3 g bitki materyali 2 ml’lik tiplere alinarak tizerine 1000 pl
DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis, alt {ist edilerek karistirilmis ve 6nceden 65°C’ye
1sitilmis su banyosunda her 10 dk’da bir alt iist edilip karistirllarak 60 dk siire ile
bekletilmistir.

c. Siire sonunda 6rnekler 10 dk oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Ardindan her

ornege 750 ul fenol kloroform izoamil alkol eklenip 15 dk alt {ist ederek karistirilmstir.
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d. 14000 g ve 24°C’de 20 dk santrifiij edilen 6rneklerin iist fazlar1 2 ml’lik yeni tiiplere

aktartlmistir.

e. 1000 ul Kloroform izoamil alkol eklenerek birkag kez alt {ist edilerek karistirilmastir.
14000 g ve 4°C’de 20 dk santrifiij edilip lst faz dikkatli bir sekilde yeni tiiplere

aktartlmistir.

f. 2,5 ul RNaz ve 8 ul proteinaz K ilave edilmis ve 45 dk 37°C’de bekletilmistir.

g. Her tiipe 100 pl amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat, 800 pl soguk izopropanol

eklenerek DNA’nin ¢oktiiriilmesi saglanmstir.

h.14000 g ve 4°C’de 20 dk santrifiij edilerek iist faz atilmistir.

I. Pelet 6nce %100’1iik sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmustir.

J. Yikanan pelet 37°C’de 15 dk bekletilerek kurutulmustur.

k. Kurutulan DNA 100 pl TE tamponunda fingerprint yapilarak ¢oziilmistiir.

|. 24 saat +4°C’de dinlendirildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA nanodropta spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda
okunmustur. OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olmasi DNA’nin saf
oldugunu gostermektedir. 50 (DNA icin multifikasyon katsayisi) x 250 (seyreltme
katsayisi) x OD260 (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki
DNA miktar1 hesaplanmistir. Stok DNA’dan 50 ng/ul DNA igeren ¢alisma soliisyonu

hazirlanmstir.
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3.2.6. IRAP

3.2.6.a. IRAP primerleri

Calismada 7 IRAP primeri (Metabion International AG Lena-Christ-Strasse 44/l D-

82152 Martinsried, Deutschland) kullanilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizileri

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. IRAP-PCR’da kullanilan primer dizileri, erime (Tm) ve baglanma (Ta)

sicakliklar

No Primer ada Dizisi (5°»3°) Tm(°C) Ta(°C)
1 BAREL1 (0) CTAGGGCATAATTCCAACA 53.0 52.0

2 BARE1ILTR2R ATCATTGCCTCTAGGGCATAATTC 62.0 58.0

3 Nikita-E2647  ACCCCTCTAGGCGACATCGCGTGAC 62.0 58.0

4 Sukkula GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 71.0 65.0

5 Stowaway CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT 620 58.0

6 WLTR2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA 61.0 56.0

7 N-57Nikita (F) CGCATTGTTCAAGCCTAAACC 60.0 55.0

* Ta sicakliklar1 Graident PCR ile belirlemistir.

3.2.6.b. IRAP PCR protokolii

IRAP-PCR islemi icin gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 3.3°te verilmistir.
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Cizelge 3.3. IRAP- PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesenin Ad1 Miktar (ul) Son konsantrasyonu
Steril distile su 13 -

10 X PCR tamponu (MgCl,) igermeyen 2 1X

25 mM MgC1, 2 2,5 mM

5 uM primer 1 0,25 uM

10 mM dNTP 0,5 0,25 mM

50 ng / ul Kalip DNA 1 50 ng

5 U/ ul Tag-DNA polimeraz (Sigma, D 6677) 0,3 1,5 ul

Toplam 20

Yukarida verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA ve
Cizelge 3.2°de verilen IRAP primerleri ile her bir birey i¢in ayr1 PCR tiipii

hazirlanmustir.

Bu islemlerin ardindan Ornekler PCR otomatik termodongii aletine (Corbatt
Mastercycler Gradient Authorized Thermal Cycle) yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye

tabi tutulmustur.

1) PCR aleti 5 dk 95°C’de tutulmus,
2) 42 dongti olacak sekilde sirasiyla,

a. 1dk 94°C
b. 1 dk baglanma sicaklig1 (degisken)
c.2dk 72°C

3) 15 dk 72°C
4) Son olarak 10 dakika 4°C tutularak siire¢ tamamlanmuistir.

5) PCR aletinden ¢ikarilan 6rnekler 4°C’de saklanmustir.
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3.2.7. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra &rnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadif1 tespit edilmeye calisilmistir. Islem

siras1 asagidaki gibidir;

a. Jel igerisinde agarozun konsantrasyonu %]1.5 konsantrasyon olacak sekilde agaroz

tartilip 0,5X TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 0,5X TBE + agaroz ¢6zeltisi igerisine 0,5 ug/ml olacak
miktarda Et-Br eklenmistir.

€. Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan once jel

lizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayr1 bir 6rnek (3 pl bromfenol mavisi + 7 pl

PCR iiriinii) yiiklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70V—150 dk. siire ile PCR {iriinleri elektroforez islemine tabi

tutulmustur. iki saat sonunda elektrik akimi kesilmistir.

f. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel UV 1s1ik altinda incelenmis ve fotograflar

cekilmistir.

3.2.8. IRAP analizleri ve genomik kalip sabitliginin (% GTS) belirlenmesi

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve yoklugu,
negatif kontrol IRAP profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve artmalar temin
edilmis olan agaroz jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir. Elde edilen jel goriintiileri

TotalLab TL120 program ile degerlendirilmistir. Genomik kararhilik sabitliligi (%) her
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bir primer iriinii igin Atienzar et al. (1999)’a gore 100-(100*a/n) formiiliinden
yararlanilarak hesaplanmigtir. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi igin tespit edilen
IRAP polimorfik profillerini, n ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde edilen
DNA toplam band1 sayisini géstermektedir. Uygulama gruplarina ait IRAP profillerinde
gozlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna gore yeni bir bandin ortaya ¢ikmasit veya

mevcut bir bandin kaybolmasini kapsamistir.

3.2.9. Klorofil miktar1 (SPAD), yaprak nispi su icerigi (%) ve hiicre membran

hasari (%) ait verilerinin istatistiksel analizi

Deneme her uygulama icin 3 tekrar olacak sekilde Tam Sansa Bagli Deneme planina
gore kurulmus ve her tekrarda 15 bitki yer almistir. Bu karakterlere ait veriler 2x3x3
faktoriyel diizende (cesit x kuraklik stresi x o-tokoferol) varyans analizine tabi
tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklar %5 6nem seviyesinde Fisher’s protected
LSD (Least Significant Differenece) ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Istatistik
analizler SAS System 9.0 for Windows bilgisayar programi ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu aragtirmada PEG 6000 ile olusturulan kuraklik stresinde a-tokoferol uygulamasinin
yapragin klorofil miktarina (SPAD), nispi su igerigine (%), hiicre membran hasarina
(%) ve retrotranspozon temelli polimorfizme olan etkisi incelenmistir. Bu 6zelliklere ait

sonuclar asagida sirasiyla verilmistir.

4.1. Klorofil Miktar1 (SPAD)

Kuraklik uygulamasindan sonra 5. ve 10. giinlerde olmak iizere iki farkli donemde

SPAD metre ile klorofil 6l¢timii yapilmistir.

4.1.1. Besinci giindeki klorofil miktari (SPAD)

Kuraklik stresinin besinci giliniindeki SPAD degerine ¢esidin, kuraklik stresinin, o-
tokoferol uygulamasinin ana etkileri ve bunlarin ikili (CxK, CxT ve KxT) ve tglii

(CxKxT) interaksiyonlarinin etkisi cok énemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.1.).

Cesitlerin ana etkisi incelendiginde kuraga toleransl olarak bilinen Kirag 66 ¢esidinin
SPAD degeri (28,5) Karasu 90 ¢esidinden (27,3) daha yiiksek olmustur. Yine kuraklik
stresinin ana etkisi incelendiginde kuraklik siddetinin artigina bagli olarak klorofil
miktarinda azalma meydana gelmistir. Stressiz sartlarda (0 bar) SPAD degeri 34,8, -6
bar’da 25,8 ve -8 bar’da 23,0 olarak belirlenmistir. Diger taraftan o-tokoferol
uygulamasinin ana etkileri karsilastirildiginda en yiiksek SPAD degeri (29,6) 100 mg/L
a-tokoferol uygulamasinda, en diisiik ise 25,8 ile 0 mg/L o-tokoferol uygulamasinda

belirlenmistir. Bu deger 50 mg/L’de 28,3 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).



Cizelge 4.1. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferole gore ¢esitlerin 5. giindeki SPAD
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degerleri
Cesitler K“”‘("E‘;a"r )S"es' a-Tokoferol (mg/L) 5. Giindeki Klorofil Miktar1 (SPAD)
0 36,3
0 50 36,0
100 35,7
Ortalama 36,0
0 20,2
% 50 27,2
g 100 28,1
2 Ortalama 25,2
£ 0 183
¥ 3 50 21,1
100 23,0
Ortalama 20,8
0 24,9
50 28,1
Ortalama 100 289
Ortalama 27,3
0 33,5
0 50 33,3
100 34,4
Ortalama 33,7
0 23,1
" 50 271
g 100 29,4
< Ortalama 26,5
E 0 23,6
= 5 50 24,9
100 27,1
Ortalama 25,2
0 26,7
50 28,4
Ortalama 100 303
Ortalama 28,5
0 34,9
0 50 34,7
100 35,0
- Ortalama 34,8
é’ 0 21,6
g % 50 271
£ 100 28,8
=} Ortalama 25,8
£ 0 20,9
= 3 50 230
g 100 251
Ortalama 23,0
Kuraklik Stresi 0 258
Ortal 50 28,3
100 29,6
ORTALAMA 27,9
F Degeri (Cesit) (C) 156,593**
F Degeri (Kuraklik Stresi) (K) 5806,064**
F Degeri (a-Tokoferol) (T) 572,388**
F Degeri (CXK) 423,030**
F Degeri (CXT) 21,351%*
F Degeri (KXT) 179,026**
F Degeri (CXKXT) 11,940%*
LSDs () 0,2
LSDq,05) (K) 0.2
LSDg,05 (T) 0.2
LSD,05) (CXK) 03
LSD(ogs) (CXT) 03
LSDyo05) (KXT) 0,4
LSD(o,05) (CXKXT) 0,6
Varyasyon Katsayisi (%) 19

** jle igaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Cesitlerin SPAD degeri kuraklik stresine gore farklilik gostermistir. Her iki ¢esitte de
kuraklik siddetindeki artisa bagli olarak klorofil miktarinda azalma goriilmiistiir. Ancak
bu azalma Karasu 90 ¢esidinde daha fazla olmustur. SPAD degeri, Kirag 66 ¢esidinde 0
bar’da 33,7, -6 bar’da 26,5 ve -8 bar’da 25,2 iken, Karasu 90 ¢esidinde 0 bar’da 36,0, -6
bar’da 25,2 ve -8 bar’da 20,8, olarak bulunmustur (Sekil 4.1).

Cesitlerin a-tokoferol uygulamasina gore SPAD degerleri degisim gostermistir. Her iki
cesitte de uygulanan a-tokoferol konsantrasyonundaki artisa bagli olarak SPAD
degerinde artis gozlenmistir. Kirag 66 cesidinde 0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda
26,7, 50 mg/L’de 28,4 ve 100 mg/L’de 30,3; Karasu 90 g¢esidinde 0 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 24,9, 50 mg/L’de 28,1 ve 100 mg/L’de 28,9 olarak belirlenmistir (Sekil
4.2).

Kuraklik stresinin klorofil miktarina olan etkisi a-tokoferol uygulamasina gore farklilik
gostermistir. Kuraklik stresinin bulunmadigi 0’barda a-tokoferoliin klorofil miktari
tizerine etkisi olmamistir. Ancak, diger iki kuraklik stresinde (-6 ve -8 bar) 0 mg/l a-
tokoferol uygulamasina gore 50 ve 100 mg/L a-tokoferol uygulamalar1 SPAD degerinde
artisa neden olmugstur. Ancak, bu SPAD degerleri kuraklik stresinin uygulanmadigi
sartlardan daha diisiik olmustur. a-tokoferol uygulamasinin SPAD degeri {izerine olan
etkisi kuraklik stresinin siddetine gore degerlendirildiginde; 0 mg/L a-tokoferol
uygulamasindaki SPAD degerleri, 0 bar’da 34,9, -6 bar’da 21,6 ve -8 bar’da 20,9; 50
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 34,7, -6 bar’da 27,1 ve -8 bar’da 23,0; 100
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 35,0, -6 bar’da 28,8 ve -8 bar’da 25,1 olarak
bulunmustur (Sekil 4.3)
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Sekil 4.1. Kuraklik stresine gore ¢esitlerin 5. giindeki SPAD degerleri
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Sekil 4.2. a-Tokoferol uygulamasina gore cesitlerin 5. giindeki SPAD degerleri



63

== () har
== _; bar
40
-8 bar
35 o *—
30 °
200
@
a 20
[l
I -
& 13
10
0
0 S0 100
u-Tokoferol (mg/L)

Sekil 4.3. Kuraklik stresinde uygulanan a-Tokoferoliin 5. giindeki SPAD degerlerine
etkisi

Cesitlerin  kuraklik stresi altindaki klorofil miktarlart uygulanan a-tokoferol
konsantrasyonlarma gore farklililk gostermistir. Her iki ¢esitte de o-tokoferol
uygulamasinin  kuraklik stresine bagli SPAD degerindeki azalisi engelledigi
belirlenmistir. Karasu 90 ¢esidinde besinci giindeki SPAD degerleri; 0 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da 36,3, -6 bar’da 20,2 ve -8 bar’da 18,3; 50 mg/L o-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da 36,0, -6 bar’da 27,2 ve -8 bar’da 21,1; 100 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da 35,7, -6 bar’da 28,1 ve -8 bar’da 23,0 olarak bulunmustur.
Kirag 66 ¢esidinde ise 0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 33,5, -6 bar’da 23,1
ve -8 bar’da 23,6; 50 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 33,3, -6 bar’da 27,1 ve -
8 bar’da 24,9; 100 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 34,4, -6 bar’da 29,4 ve -8
bar’da 27,1 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). Her iki ¢esitte de stressiz sartlarda (0 bar)
uygulanan o-tokoferoliin SPAD degeri ilizerine 6nemli bir etkisi olmamig, ancak
kuraklik stresinde SPAD degerindeki azalis1 engellemistir. Her iki ¢esittede kurakligin
5. giindeki klorofil miktar1 lizerine olan olumsuz etkisi a-tokoferol uygulamasi ile en

aza indigi belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Kuraklik stresinde uygulanan a-Tokoferole gore ¢esitlerin 5. giindeki SPAD
degerleri

4.1.2. Onuncu giindeki klorofil miktar1 (SPAD)

Besinci glinde oldugu gibi onuncu giindeki klorofil miktarina, kuraklik stresinin, ¢esidin
ve a- tokoferol uygulamasinin ana etkileri ile bunlarin ikili (CxK, CxT ve KxT) ve {i¢li
(CxKxT) interaksiyonlarinin etkisi ¢ok onemli (p<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.2).
Kuraklik stresinin uygulandig: sartlarda kuraklik siiresinin uzamasina bagli olarak
onuncu gilindeki klorofil miktarinda besinci giindekine gére Onemli oranda azalig

meydana gelmistir.

Cesitlerin ortalamasi dikkate alindiginda Kirag 66 ¢esidinin SPAD degeri (26,0) Karasu
90 cesidinden (23,4) daha yiiksek olmustur. Kuraklik stresinin ana etkisi
incelendigindeyse kuraklik siddetindeki artiga bagli olarak SPAD degerinde azalma
olusmustur. Bu deger 0 bar’da 34,6, -6 bar’da 21,2 ve -8 bar’da ise 18,3 olarak tespit
edilmistir. a-tokoferol uygulamasinin ana etkileri incelendiginde konsantrasyondaki
artisa bagl olarak SPAD degerinde artis meydana gelmistir. Bu deger 0 mg/L’de 22,2,
50 mg/L’de 25,8 ve 100 mg/L’de 26,1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferole gore cesitlerin 10. giindeki
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SPAD degerleri
Cesitler Kuraklik Stresi (Bar) a-Tokoferol (mg/L) 10. Giindeki Klorofil Miktar: (SPAD)
0 35,0
0 50 35,5
100 35,1
Ortalama 35,2
0 15,9
6 50 22,9
= 100 19,3
2 Ortalama 19,4
£ 0 10,0
¥ 8 50 16,1
100 20,6
Ortalama 15,6
0 20,3
50 24,8
Ortalama 100 250
Ortalama 23,4
0 34,1
0 50 335
100 34,4
Ortalama 34,0
0 20,5
5 50 24,2
g 100 24,3
o Ortalama 23,0
= 0 178
M . 50 223
100 23,0
Ortalama 21,0
0 24,1
50 26,7
Ortalama 100 272
Ortalama 26,0
0 34,5
0 50 34,5
100 34,8
~ Ortalama 34,6
é 0 18,2
= 6 50 23,6
£ 100 218
o Ortalama 212
g 0 13,9
= 8 50 19,2
g 100 218
Ortalama 18,3
0 22,2
Kuraklik Stresi Ortalamasi 50 25,8
100 26,1
ORTALAMA 24,7
F Degeri (Cesit) (C) 768,193**
F Degeri (Kuraklik Stresi) (K) 11225,115**
F Degeri (a-Tokoferol) (T) 688,789**
F Degeri (CXK) 435,859**
F Degeri (CXT) 41,119**
F Degeri (KXT) 237,929%*
F Degeri (CXKXT) 55,171**
LSD(o,05) (€) 0.2
LSD 5 (K) 0,2
LSDgs (T) 0,2
LSD(,05) (CXK) 0,3
LSD(o05 (CXT) 03
LSD( 05 (KXT) 0,4
LSD(o,05) (CXKXT) 06
Varyasyon Katsayisi (%) 14

** jle igaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Cesitlerin  klorofil miktar1 kuraklik stresinin siddetine gore farklilik gostermistir.
Kuraklik siddetinin artmas1 ile her iki ¢esitte de klorofil miktarinda azalma
gozlenmistir. SPAD degerindeki bu azalma Karasu 90 ¢esidinde daha fazla olmustur.
Onuncu giindeki SPAD degerleri, Karasu 90 ¢esidinde 0 bar’da 35,2, -6 bar’da 19,4 ve -
8 bar’da 15,6; Kira¢ 66 ¢esidinde ise 0 bar’da 34,0, -6 bar’da 23,0 ve -8 bar’da 21,0
olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).

SPAD Degeri

0
0 -6 -8

Kuraklik (bar)

Sekil 4.5. Kuraklik stresine gore cesitlerin 10. glindeki SPAD degerleri

Cesitlerin klorofil miktar1 degerlerinde a-tokoferol uygulamasina gore degisim meydana
gelmistir. Her iki ¢esitte de uygulanan a-tokoferol konsantrasyonundaki artisa bagl
olarak SPAD degerinde artis olusmustur. Bu deger, Karasu 90 ¢esidinde 0 mg/L’de
20,3, 50 mg/L’de 24,8 ve 100 mg/L’de 25,0 iken; Kira¢ 66 ¢esidinde 0 mg/L’de 24,1,
50 mg/L’de 26,7 ve 100 mg/L’de 27,2 olarak bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. a-Tokoferol uygulamasina gore ¢esitlerin 10. giindeki SPAD degerleri

a-Tokoferol uygulamasinin SPAD degeri iizerindeki etkisi kuraklik stresinin siddetine
gore farklilik gostermistir. Kuraklik stresinin bulunmadigi 0 bardaki a-tokoferol
uygulamasinin SPAD degeri iizerine etkisi bulunmamistir. Fakat, -6 ve -8 barlik
kuraklik stresinde 0 mg/L a-tokoferol uygulamasina gore 50 ve 100 mg/L a-tokoferol
uygulamalar1 SPAD degerinde artigsa sebep olmustur. Kuraklik stresi altinda a-tokoferol
uygulamasinin onuncu giindeki SPAD degeri iizerine olan etkisi incelendiginde; 0 mg/L
a-tokoferol uygulamasinda, 0 bar’da 34,5, -6 bar’da 18,2 ve -8 bar’da 13,9; 50 mg/L a-
tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 34,5, -6 bar’da 23,6 ve -8 bar’da 19,2; 100 mg/L a-
tokoferol uygulamasinda, 0 bar’da 34,8, -6 bar’da 21,8 ve -8 bar’da 21,8 SPAD
degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kuraklik stresinde uygulanan a-Tokoferol’iin 10. giindeki SPAD degerlerine
etkisi

Cesitlerin  kuraklik siddeti altindaki SPAD degerleri uygulanan a-tokoferol
konsantrasyonlarina gore farklilik gostermistir. Her iki ¢esitte de o-tokoferol
uygulamasinin kuraklik neden oldugu klorofil miktarindaki azalmay1 engelledigi tespit
edilmistir. Kirag 66 ¢esidinde onuncu giindeki SPAD degerleri; 0 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da 34,1, -6 bar’da 20,5 ve -8 bar’da 17,8; 50 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da 33,5, -6 bar’da 24,2 ve -8 bar’da 22,3; 100 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da 34,4, -6 bar’da 24,3 ve -8 bar’da 23,0; Karasu 90 ¢esidinde O
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 35,0, -6 bar’da 15,9 ve -8 bar’da 10,0; 50
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 35,5, -6 bar’da 22,9 ve -8 bar’da 16,1; 100
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da 35,1, -6 bar’da 19,3 ve -8 bar'da 20,6 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.8). Her iki ¢esitte de stressiz sartlarda (0 bar) uygulanan o-
tokoferoliin SPAD degeri lizerine dnemli bir etkisi olmamis, ancak kuraklik stresindeki
SPAD degerindeki azalisi engellemistir. a-tokoferol uygulamasi ile kurakligin SPAD

degeri {izerine olan olumsuz etkisinin en aza indigi belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferole gore ¢esitlerin 10. giindeki SPAD
degerleri

4.2. Nispi su icerigi (%)

Cizelge 4.3 incelendiginde yaprak nispi su icerigi lizerine ¢esidin, kuraklik stresinin, o-
tokoferol uygulamasinin ana etkileri ve bunlarin ikili (CxK, CxT ve KxT) ve {iglii
(CxKxT) interaksiyonlarinin etkisinin ¢ok &nemli (p<0,01) oldugu gorilmektedir
(Cizelge 4.3.)

Yaprak nispi su igerigi bakimindan ¢esitler incelendiginde kurakliga toleransli oldugu
bilinen Kirag 66 ¢esidinin nispi su igerigi (%55,2) Karasu 90 g¢esidinden (%50,7) daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Kuraklik stresinin ana etkisi kiyaslandiginda ise kuraklik
stresinin siddetindeki artisa bagli olarak nispi su iceriginde diisiis meydana gelmistir.
Stressiz sartlarda (0 bar) nispi su igerigi %68,0, iken -6 bar’da %48,1 ve -8 bar’da
%42,8 olarak belirlenmistir. a-tokoferol uygulamasinin ana etkisi bakimindan en yiiksek
nispi su igerigi %54,2 ile 100 mg/L a-tokoferol uygulamasinda, en diisiik ise %51,2 ile
0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda goriilmiistiir. Bu oran 50 mg/L’de %53,5 olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.3).



Cizelge 4.3. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferole gore ¢esitlerin nispi su igerikleri
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(%)
Cesitler '(‘é‘;?)k“" Stresi a-Tokoferol (mg/L) Nispi Su Igerigi (%)
0 68,2
0 50 69,1
100 67,9
Ortalama 68,4
0 42,5
% 50 46,0
= 100 46,0
2 Ortalama 44,8
< 0 34,6
; 3 50 40,1
100 42,2
Ortalama 39,0
0 484
50 51,7
Ortalama 100 520
Ortalama 50,7
0 67,1
0 50 67,5
100 68,3
Ortalama 67,6
0 54,3
% 50 49,3
< 100 50,6
< Ortalama 51,4
E 0 40,5
< 8 50 49,3
) 100 50,0
Ortalama 46,6
0 54,0
50 55,3
Ortalama 100 563
Ortalama 55,2
0 67,7
0 50 68,3
100 68,1
— Ortalama 68,0
é’ 0 484
s % 50 476
£ 100 483
© Ortalama 48,1
£ 0 375
= 8 50 44,7
g ) 100 46,1
Ortalama 42,8
0 51,2
Kuraklik Stresi Ortalamasi 50 53,5
100 54,2
ORTALAMA 53,0
F Degeri (Cesit) (C) 1056,672**
F Degeri (Kuraklik Stresi) (K) 12440,479**
F Degeri (a-Tokoferol) (T) 172,486**
F Degeri (CXK) 367,361%*
F Degeri (CXT) 16,654**
F Degeri (KXT) 164,521**
F Degeri (CXKXT) 64,740**
LSDgs () 03
LSDq,05) (K) 03
LSDg,05 (T) 03
LSDo5 (CXK) 05
LSD(o05) (CXT) 0,5
LSD,05 (KXT) 0,6
LSD(p,05) (CXKXT) 0,8
Varyasyon Katsayisi (%) 18

** jle isaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde onemlidir.
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Cesitlerin nispi su igerigi kuraklik siddetine gore farklilik gostermistir. Her iki ¢esitte de
kuraklik siddetindeki artisa bagli olarak nispi su iceriginde azalma goriilmiistiir. Fakat
bu azalma Karasu 90 ¢esidinde daha fazla olmustur. Nispi su igerigi, Karasu 90
¢esidinde 0 bar’da %68,4, -6 bar’da %44,8 ve -8 bar’da %39,0 iken; Kirag 66 ¢esidinde
ise 0 bar’da %67,6, -6 bar’da %51,4 ve -8 bar’da %46,6 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.9).

Nishi Su Icerigi (%)
=

0 -6 -8
Kuraklik (bar)

Sekil 4.9. Kuraklik stresine gore ¢esitlerin nispi su igerikleri (%)

Cesitlerin nispi su igeriginde a-tokoferol uygulamasina gore farklilik gériilmistiir. Her
iki ¢esitte de uygulanan a-tokoferol konsantrasyonundaki artisa paralel olarak nispi su
iceriginde de artma goriilmiistiir. Cesitlerin nispi su igerigi, Kira¢ 66 c¢esidinde 0
mg/L’de %26,7, 50 mg/L’de %28,4 ve 100 mg/L’de %30,3; Karasu 90 gesidinde ise 0
mg/L’de %24,9, 50 mg/L’de %28,1 ve 100 mg/L’de %28,9 olarak belirlenmistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. a-Tokoferol uygulamasina gore ¢esitlerin nispi su igerikleri (%)

Nispi su igeriginde a-tokoferol uygulamasinin etkisi kurakligin siddetine gore farklilik
gostermistir. Kuraklik stresinin olmadigi 0 barda uygulanan a-tokoferol uygulamasinin
nispi su igerigi tizerine etkisi olmamustir. Fakat, bunun disindaki iki kuraklik stresinde (-
6 ve -8 bar) 0 mg/l a-tokoferol uygulamasina gore 50 ve 100 mg/L a-tokoferol
uygulamalar1 nispi su igeriginde artisa neden olmustur. 0 mg/L o-tokoferol
uygulamasinda, 0 bar’da %67,7, -6 bar’da %48,4 ve -8 bar’da %37,5; 50 mg/L a-
tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %68,3, -6 bar’da %47,6 ve -8 bar’da %44,7; 100
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %68,1, -6 bar’da %48,3 ve -8 bar’da %46,1
olarak bulunmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferoliin nispi su igerigine (%) etkisi

Cesitlerin  kuraklik stresi altindaki nispi su igerikleri uygulanan a-tokoferol
konsantrasyonlarina gore farklilik gostermistir. Her iki ¢esitte de o-tokoferol
uygulamasinin kuraklik stresinde (-6 ve -8 bar) nispi su icerigindeki azalis1 engelledigi
belirlenmistir. Karasu 90 ¢esidinde nispi su igerigi, 0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0
bar’da %68,2, -6 bar’da %42,5 ve -8 bar’da %34,6; 50 mg/L a-tokoferol uygulamasinda
0 bar’da %69,1, -6 bar’da %46,0 ve -8 bar’da %40,1; 100 mg/L o-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da %67,9, -6 bar’da %46,0 ve -8 bar’da %42,2 iken; Kirag 66
¢esidinde 0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %67,1, -6 bar’da %54,3 ve -8
bar’da %40,5; 50 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %67,5, -6 bar’da %49,3 ve
-8 bar’da %49,3; 100 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %68,3, -6 bar’da %50,6
ve -8 bar’da %50,0 olarak belirlenmistir (Sekil 4.12). Her iki gesitte de stressiz sartlarda
(0 bar) uygulanan a-tokoferoliin nispi su igerigine dnemli bir etkisi olmamasina ragmen,

kuraklik stresinin olumsuz etkisini azaltmistir.
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Sekil 4.12. Kuraklik stresinde uygulanan o-tokoferole gore cesitlerin nispi su igerikleri
(%)

4.3. Hiicre membran hasari (%)

Hiicre membran hasar1 bakimindan c¢esitler arasindaki fark ¢ok oOnemli olmustur
(p<0,01) (Cizelge 4.4). Kuraga toleransli olarak bilinen Kirag 66 ¢esidinin hiicre
membran hasari (%24,6) Karasu 90 ¢esidinden (%29,1) daha diisiik bulunmustur. Yine
kuraklik stresinin ana etkisi ¢ok onemli olmustur (p<0,01) (Cizelge 4.4). Kuraklik
siddetinin artigina bagli olarak hiicre membran hasarinda da artma meydana gelmistir.
Hiicre membran hasar1 0 bar’da %6,8; -6 bar’da %33,6 ve -8 bar’da %40,1 olarak
belirlenmistir. a-Tokoferol uygulamasinin ana etkisi ¢ok dnemli olmus (p<0,01) ve en
yiiksek (%33,3) hiicre membran hasar1 0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda, en diisiik ise
%21,5 ile 100 mg/L a-tokoferol uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.4). Bu oran 50
mg/L’de %25,7 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4).



Cizelge 4.4. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferole gore ¢esitlerin hiicre membran

hasar1 oranlar1 (%)
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Cesitler Kuraklik Stresi (Bar) a-Tokoferol (mg/L) Mebran Hasari (%)
0 6,4
0 50 5,8
100 53
Ortalama 5,8
0 42,7
% 50 340
g 100 29,7
2 Ortalama 35,4
£ 0 65,0
¥ 3 50 41,7
100 31,3
Ortalama 46,0
0 38,0
Ortalama igo g;i
Ortalama 29,1
0 10,3
0 50 6,2
100 6,6
Ortalama 7,7
0 35,2
5 50 32,0
< 100 28,0
@ Ortalama 31,7
E 0 40,3
< 8 50 343
4 100 28,0
Ortalama 34,2
0 28,6
50 24,2
Ortalama 100 209
Ortalama 24,6
0 8,4
0 50 6,0
100 6,0
— Ortalama 6,8
é 0 389
= 5 50 33,0
£ 100 28,8
<) Ortalama 33,6
g 0 52,7
= 8 50 38,0
g 100 29,6
Ortalama 40,1
0 33,3
Kuraklik Stresi Ortalamasi 50 25,7
100 21,5
ORTALAMA 26,8
F Degeri (Cesit) (C) 72,617**
F Degeri (Kuraklik Stresi) (K) 1467,736**
F Degeri (a-Tokoferol) (T) 169,509**
F Degeri (CXK) 55,064**
F Degeri (CXT) 21,858%*
F Degeri (KXT) 43 474**
F Degeri (CXKXT) 17,114**
LSDgs () 11
LSDq,05) (K) 13
LSDg,05 (T) 13
LSDo5 (CXK) 19
LSD(o05) (CXT) 1,9
LSD,05 (KXT) 2,3
LSD(p,05) (CXKXT) 3,2
Varyasyon Katsayisi (%) 7,3

** jle isaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Kuralik siddetine gore cesitler arasindaki hiicre membran hasar1 degerleri degisiklik
gostermis ve CXK interaksiyonun etkisi ¢ok denmli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.4).
Her iki ¢esitte de kuraklik siddetindeki artisa bagli olarak hiicre membran hasarinda
artts meydana gelmistir. Ancak, bu artis Karasu 90 ¢esidinde daha fazla olmustur.
Cesitlerin farkli kuraklik siddetindeki hiicre mebran hasari karsilastirildiginda, Karasu
90 ¢esidinde 0 bar’da %5,8, -6 bar’da %35,4 ve -8 bar’da %46,0; Kirag 66 ¢esidinde ise
0 bar’da %7,7, -6 bar’da %31,7 ve -8 bar’da %34,2 olarak artis gdstermistir (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. Kuraklik stresine gore ¢esitlerin membran hasar1 oranlar1 (%)

Cesitlerin  hiicre membran hasar1 oranlart a-tokoferol uygulamasina gore farkl
gostermesi CXT interaksiyonun etkisinin ¢ok énemli (p<0,01) olmasina neden olmustur
(Cizelge 4.4). Her iki gesitte de a-tokoferol konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
hiicre membran hasarinda azalma meydana gelmistir. Karasu 90 ¢esidinde 0 mg/L’da
%38,0, 50 mg/L’de %27,2 ve 100 mg/L’de %22,1; Kirag 66 ¢esidinde 0 mg/L’da
%28,6, 50 mg/L’de %24,2 ve 100 mg/L’de %20,9 olarak bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. a-Tokoferol uygulamasia gore gesitlerin hiicre membran hasar1 oranlari
(%)

Hiicre membran hasari {izerine a-tokoferol uygulamasinin etkisi kuraklik siddetine gore
degisim gostermis ve KxT interaksiyonun etkisi ¢ok dnemli (p<0,01) olmustur (Cizelge
4.4). Kuraklik siddetinin olmadigi 0 barda a-tokoferol uygulamasinin hiicre membran
hasari tizerine etkisi olmamugtir. Ancak, diger iki kuraklik stresinde (-6 ve -8 bar) 0 mg/I
a-tokoferol uygulamasina goére 50 ve 100 mg/L a-tokoferol uygulamalari hiicre
membran hasarinda azalmaya neden olmustur. Belirlenen bu hiicre membran hasari
degerleri kontrol uygulamasindan daha yiiksek bulunmustur. Hiicre membran hasari 0
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da%8,4, -6 bar’da %38,9 ve -8 bar’da %52,7; 50
mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %6,0, -6 bar’da %33,0 ve -8 bar’da %38,0;
100 mg/L o-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %6,0, -6 bar’da %28,8ve -8 bar’da
%29,6 olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferoliin hiicre membran hasari oranina
(%) etkisi

Cesitlerin kuraklik stresi altindaki hiicre membran hasar1 orani uygulanan a-tokoferol
konsantrasyonlarma gore farklilik gostermis ve CxKxT interaksiyonun etkisi g¢ok
onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.4). Her iki gesitte de a-tokoferol uygulamasimin(
50 ve 100 mg/L) kuraklik stresinde (-6 ve -8 bar) hiicre membran hasarini engelledigi
belirlenmistir. Hiicre memran hasar1 Kirag 66 ¢esidinde 0 mg/L a-tokoferol
uygulamasinda 0 bar’da %10,3, -6 bar’da %35,2 ve -8 bar’da %40,3; 50 mg/L o-
tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %6,2, -6 bar’da %32,0 ve -8 bar’da %34,3; 100 mg/L
a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %6,6, -6 bar’da %28,0 ve-8 bar’da %28,0; Karasu
90 ¢esidinde ise 0 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %6,4, -6 bar’da %42,7 ve -
8 bar’da %65,0; 50 mg/L a-tokoferol uygulamasinda 0 bar’da %5,8, -6 bar’da %34,0 ve
-8 bar’da %41,7; 100 mg/L a-tokoferol uygulamasinda ise 0 bar’da %5,3, -6 bar’da
%29,7 ve -8 bar’da ise %31,3 olarak belirlenmistir (Sekil 4.16). Her iki c¢esitte de
stressiz sartlarda (0 bar) uygulanan a-tokoferoliin hiicre membran hasar1 tizerine bir
etkisi olmamasina ragmen, kuraklik stresinin bu 6zellik {izerine olan olumsuz etkisini

azaltmustir.
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Sekil 4.16. Kuraklik stresinde uygulanan a-tokoferole gore cesitlerin hiicre membran
hasar1 oranlar1 (%)

4.4. IRAP Analizleri ve Genomik Kalip Sabitliligi (Genomik Template Stability;
GTS%)

Karasu 90 ve Kirag 66 ekmeklik bugday cesitlerinde PEG 6000 ile olusturulan kuraklik
stresinde a-tokoferol uygulamasinin genom tizerindeki genetiksel etkilerini test etmek
icin hesaplanan polimorfizm ve GTS degerleri i¢in toplam 7 IRAP primeri (Cizelge 3.2)
denenmis ve bunlar arasindan en iyi amplifikasyon olusturan 5 primer [BARE1 (0),

Stowaway, Sukkula, WLTR2105 ve N-57Nikita(F)] secilerek degerlendirilmeye

alinmistir.

Her iki gesitte de polimorfizm orani (%) kuraklik stresinin siddetine bagli olarak artis
gostermistir. TotalLab TL120 programinin kullanilmasiyla alinan verilere dayanarak
(Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6) her iki ¢esitte de GTS orani lizerine kuraklik stresinin
siddetine bagli olarak olarak bir azalis soz konusu iken, a-tokoferol uygulamasi

antagonistik bir etki olusturmus ve GTS oraninda artisa sebep olmustur.

Karasu 90 genotipinde kontrole gore kuraklik stresi ve a-tokoferol uygulamasinda yeni
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olusan ve kaybolan bantlarin molekiiler araligi 359 ile 9906 bp (Cizelge 4.5) arasinda
iken, Kira¢ 66 genotipinde ise 407 ile 10000 bp arasinda degisim goriilmiistiir (Cizelge
4.7). Karasu 90 ¢esitinde kuraklik stresinde retrotranspozon kaynakli polimorfizm orani

Kirag 66 genotipine gore daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.8).

Karasu 90 cesidinde kontrole gore en diisik GTS degeri %27 ile o-tokoferol
uygulamasinin yapilmadig -8 bar’lik kuraklik stresinde; en yiiksek GTS orani ise %
39,6 ile 100 mg/L a-tokoferoliin uygulandigi stressiz sartlarda belirlenmistir. Karasu 90
¢esidinde -6 ve -8 bar’lik kuraklik siddetindeki GTS orani sirasiyla %35,3 ve %27,0
iken; bu deger 50 mg/L a-tokoferol uygulamasinda %38,0 ve 33,0 ve 100 mg/L o-
tokoferol uygulamasinda ise %38,0 ve %35,3 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Karasu
90 ¢esidinde polimorfizm orami kuraklik stresinin en diisik (0 bar) ve a-tokoferol
uygulamasinin en yiiksek (100 mg/L) oldugu konsnatrasyonda en diisiik (%60,4) iken,
Kuraklik stresinin en yiiksek (-8 bar) ve a-tokoferol uygulamasinin en disiik (0 mg/L)
oldugu konsantrasyonda ise polimorfizm orani1 en yiiksektir (%73) (Cizelge 4.6).

Kirag 66 c¢esidinde kontrole gore en disik GTS degeri %29,9 ile a-tokoferol
uygulamasinin yapilmadig -8 bar’lik kuraklik stresinde belirlenirken en yiliksek GTS
oran1 ise % 52,3 ile 100 mg/L a-tokoferoliin uygulandigi stressiz sartlarda
belirlenmistir. Kirag 66 ¢esidinde -6 ve -8 bar’lik kuraklik siddetindeki GTS orani
strastyla %36,9 ve %29,9 iken; bu deger 50 mg/L a-tokoferol uygulamasinda %43.0 ve
33.9 ve 100 mg/L a-tokoferol uygulamasinda ise %47,3 ve %38,9 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.8). Kirag 66 ¢esidinde polimorfizm orani kuraklik stresinin en diisiik (O bar)
ve a-tokoferol uygulamasiin en yiiksek (100 mg/L) oldugu konsnatrasyonda en diisiik
(%47,7) iken, Kuraklik stresinin en yiiksek (-8 bar) ve o tokoferol uygulamasinin en
diisiik (0 mg/L) oldugu konsantrasyonda ise polimorfizm orani en yiiksektir (%70,1)
(Cizelge 4.8).

Calisma primerleri dikkate alindiginda Karasu 90 cesidinde en yiiksek polimorfizm
Stowaway primerinde belirlenirken, Kirag 66 ¢esidinde ise N57 (Nikita) primerinde

gorilmistir.



Cizelge 4.5. Kuraklik stresi ve a-tokoferol uygulamasinda kontrole gore Karasu 90 ¢esidinde meydana gelen yeni ve kaybolan bantlarin

molekiiler agirliklar1 (bp)

0 mg/L a tokoferol

50 mg/L o tokoferol

100 mg/L o tokoferol

Primerler +/- Kontrol
-6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar
+ 3630:;838 3578:883 3520 3720:875 865 853 2597 3112;748
Stowaway - 4 2288 2288;2000 2288 2288:5602 2288:5602 2288;2000 2288
2288;2000
+ 908;484 1000;800 984:700 1035 466 510
Barel (0) 3
- 4000 4000 4000 4000 4000
+ 3837;1027 4168 5585 461;423 1900 3061
N57(Nikita) 4
- 9906:;461 1000;996 9906 1000;996 1000;996 1000;996 1000;996 1000;996
+ 737 500 392 359
SUKKULA - > 1582 1582;1036 1582;500  359;624 1036;847;500 1036;500 1582;500
1582;1036
+ 2521:661 2753;1212:655 | 1295;1105 840:300 2314;2578,1039 1233;454 2257:1914
WLTR2105 . 6 2628;2087 2628;2087;770 2085 2628;2085;940;  2628;2085
2628;2085 2628;2085

770;582

18



Cizelge 4.6. Kuraklik stresi ve a-tokoferol uygulamasina gére Karasu 90 ¢esidinin GTS orani (%)

8

] Kontrol 0 mg/L a tokoferol 50 mg/L o tokoferol 100 mg/L o tokoferol
Primerler -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar
Stowaway 100 0 25 25 25 25 25 25 25
Barel(0) 100 33,3 33,3 33,3 66,7 66,7 66,7 66,7 0

N57(Nikita) 100 50 0 50 25 0 50 25 25
Sukkula 100 60 60 60 40 40 40 40 60
WLTR 2105 100 16,7 16,7 16,7 33,3 16,7 16,6 33,3 66,6
%GTS 100 35,3 27 37 38 33 39,6 38 35,3
%Polimorfizm 0 64,7 73 63 62 67 60,4 62 64,7




Cizelge 4.7. Kuraklik stresi ve a-tokoferol uygulamasinda kontrole gore Kirag 66 ¢esidinde meydana gelen yeni ve kaybolan bantlarin
molekiiler agirliklar1 (bp)

0 mg/L a tokoferol

50 mg/L o tokoferol

100 mg/L o tokoferol

Primerler +/-  Kontrol
-6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar
+ 984; 790 7828 7828: 795
Stowaway - 5 1056; 825 9394 4200: 1056; 825 4200: 1056: | 4200: 825 8000 8000
825 825
+ 1586 2201 773
Barel (0) ; 4 1683;869:  4409: 1683 | 1683:869:  1683: 590 1683; 590 1683; 869: 1683; 590 1683; 590
590 590 590
+ 2160: 1720; 5730 2120:1720 | 2120:1920:  2120:1720 1760
. 468 1720
N57(nikita)
; 3885 3885: 3427 | 3885;3427  3885:3427  3885:3427 | 3885; 3427: 3427:747  3427: 2734
2734: 747 747
+ 407 727 2322 1500 1372
Sukkula ; 5 1092 1623:1092 | 1623:1092 1623 1092 1623 1623 868; 416
+ 488 488 460 500 454 460 562: 482
WLTR2105 6 10000:777  10000:9826 | 1002: 777 777 10000 1002: | 10000: 948 777 1002: 948

7
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Cizelge 4.8. Kuraklik stresi ve a-tokoferol uygulamasina gére Kirag 66 ¢esidinin GTS orani (%)

] Kontrol 0 mg/L a tokoferol 50 mg/L o tokoferol 100 mg/L o tokoferol
Primerler -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar
Stowaway 100 20 40 40 40 40 60 60 40
Barel(0) 100 25 25 25 50 25 25 50 50
N57(Nikita) 100 25 0 50 25 0 50 0 0
Sukkula 100 60 40 60 60 60 60 60 60
WLTR 2105 100 50 44,4 50 44,4 44.4 66.6 66.6 44.4
%GTS 100 36 29,9 45 43,9 33,9 52,3 47,3 38,8
%Polimorfizm 0 64 70,1 55 56,1 66,1 47,7 52,7 61,2

¥8
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4.5. IRAP Jel Goriintiileri

0 mg/| a-Tokoferol 50 mg/| a-Tokoferol 100 mg/| a-Tokoferol

-6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar

Marker PEG6000 PEG6000 PEGE000 PEGE000 PEGED00 pEGs000 PEGE000 PEGE000

Kentrol

10.000
8.000
6.000
4.000
3.000

2.000
1.550

:
i
&
&
1
!

8
))

1.000
750
500
400

Molecular Welgrit

Sekil 4.17. Sukkula primerine kars1 Karasu 90 ¢esidinde olusan amplifikasyon {iriinleri

0 mg/la-Tokoferol 50 mg/l a-Tokoferol 100 mg/l a-Tokoferol

-6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar 0 bar -6 bar -8 bar

Marker Kontrol ppggnoo0 PEGE000 PEGE000 PEGS000 PEGE000 PEGE000 PEGS000 PEGG000

10.000
8.000

4.000
3.000

2.000

1.550
1.400

750
500
400

Molecular Weight

300

200
100

50

Sekil 4.18. WLTR 2105 primerine karsi Kirag 66 c¢esidinde olusan amplifikasyon
tirtinleri
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5. TARTISMA

Tarim iretiminden elde edilen iriin miktar ve kalitesini etkileyen faktorler; insan,
tohum, toprak ve en énemlisi iklim sartlaridir. Iklim tanimu ise, belirli bir yer i¢in uzun
siire ile gozlenen sicaklik, nem, hava basinci, yagis sekli, riizgar, yagis seklinde
siralanabilecek meteorolojik olaylardaki ortalamaya verilen isimdir (Ledley 1999). ilk

ti¢ faktor kontrol edilip iyilestirilebilirken, iklim i¢in bu gegerli degildir (Simsek 2010).

Diinya iizerinde meydana gelen iklim farkliliklar1 ve biiyiik iklimsel dalgalanmalar
(kiiresel 1sinma gibi) insanlik icin bilyiik sorun halini almaktadir. Olusturulan rapor
iceriklerinde 21. yiizy1l orta ve sonuna ait sicaklik degerlerinde énemli bir artma ve
yagislarda azalma goriilecegi bildirilmistir (Anonymous 2007). Giliniimiizde niifusta
goriilen artis oraniyla beraber insanoglunan su ve besin ihtiyacinda da ayni oranda bir
artis olmaktadir. Bu ihtiyacin ortaya cikmasi ile beraber su ve besin giivenligide
insanoglunu bekleyen bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Su ihtiyact deyince
sadece insanoglunun kullanim suyu degil, tarimsal alanlarimiz i¢in sulama suyuda akla

gelmelidir.

Ulkemizde de artan sicakliklar ve azalan yagis tarimsal alanlarda da ihtiyag duyulan
sulama suyunun azalmasina ve tarim iiretiminde ayni oranda diisiise sebep olmaktadir
(Simsek 2010). Kuraklik ¢ok sik karsilagilan ve ¢oziilemeyen bir sorundur. Kuraklik,
zarar1 ve etkisi ile devam ettigi siire siddeti agisindan yildan yila degiskenlik

gostermektedir (Simsek 2010).

Bugday diinya genelinde tahillar i¢erisinde ekilis orani ve tiiketim miktar1 acgisindan ilk
siralarda yer aldigindan, bugday veriminde stres sartlar1 nedeniyle meydana gelebilecek
bir diisiis ekonomik anlamda da biiylik bir etkiye sebep olabilecektir. Bu sebeple
bugday; besin igerigi, tiiketim miktari, ekonomik sebepler gibi bircok nedenle biiyiik

Onem arzetmektedir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/S%C4%B1cakl%C4%B1k
https://tr.wikipedia.org/wiki/Nem
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hava_bas%C4%B1nc%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/R%C3%BCzgar
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ya%C4%9F%C4%B1%C5%9F
https://tr.wikipedia.org/wiki/Meteoroloji
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En 6nemli stres faktorlerinden biri olan kuraklik; maruz kaldig bitkinin biiylimesi ve
verimini etkileyen en Onemli nedenlerden biridir. Kuraklik sonucunda bitkide
metabolik, mekaniksel ve oksidatif olmak tizere birgok farkliliga sebep olmaktadir.
Kurakligin bu etkileri birgok faktére baghdir. Bunlar, stres altindaki bitkinin cesidi,
strese maruz kaldigi zamanki gelisim donemi, bitkinin stres altinda gegirdigi siire ve
kurakligin siddetidir. Bunun sonucunda bitkiler kuraklik sartlarina adaptasyon
saglayacak biyokimyasal, morfolojik, fizyolojik ve molekiiler bir¢ok degisime sebep
olmaktadir (Kalefetoglu vd 2005). Kuraklik stresi altindaki bitkilerde bu stres bazi
etkilere de sebep olmaktadir. Oksidatif, metabolik, molekiiler ve mekanik etkiler
bunlara ornek olarak gosterilebilir (Lewitt et al. 1980; Eris 1990; Kalefetoglu ve
Ekmekgi 2005; Kutlu 2010).

Fizyolojik 0Ozelliklerden; bitki oOrtiisii sicakligi, transprasyon orani, stoma direnci,
fotosentezde azalma ve 6zellikle de yaprak nispi su igerigi kuraklik stresinin etkilerinin
belirlenmesi acisindan olduk¢a 6nem tasir (Siddique et al. 2000). Bitkinin kuraklik
stresi altinda biinyesindeki su miktar1 ve toprak suyundan yararlanma ozellikleri ile
ilgili bilgilerin elde edilmesini sagladig: i¢in, yaprak nispi su igerigi degeri fizyolojik
parametreler arasinda oldukca fazla Oneme sahiptir. Arastirmamizda gesitlere gore
degismekle birlikte kuraklik stresinde yaprak nispi su igeriginde azalma belirlenmistir.
Bunun muhtemel nedeni hiicre membraninda meydana gelen hasardan kaynaklanmis
olabilir. Nitekim, Singh et al. (1992) PEG 6000 ile olusturulan ozmotik stresin hiicre
membran hasarina etkisinin bugday genotiplerine gore oOnemli derecede farklilik
gosterdigini, membran hasarmin yiiksek oldugu genotiplerde yaprak su potansiyelinde
azalmanin daha fazla oldugunu bildirmistir. Baz1 arastiricilar yaptiklar1 ¢alismalarda;
kuraklik kosullarindaki bitkinin su durumunu ifade eden en iyi parametrenin nispi su
icerigi oldugunu ifade etmisler ve bu degerin kuraklik stresi arttikca azaldigimi
bildirmiglerdir (Araghi and Assad 1998; Dhanda and Sethi 1998). Kuraklik stresi
neticesinde yaprakta turgor basincinin azalmasiyla; fotosentez, stomalarda agilip-
kapanma, yaprak genislemesi gibi fizyolojik ve morfolojik olaylar arasinda iliski
bulundugu ve kuraklik stresinin bitkide yaprak biinyesindeki oransal su kapasitesini

azalttigr tespit edilmistir (Jones and Turner 1978). Yine arastirmamizda kuraklik
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stresine  karst uygulanan a-tokoferoliin nispi su igerigindeki diisiisii azalttig
gozlenmistir. Munne’-Bosch et al. (1999) Raosmarinus officinallis L. bitkisinde
kuraklik stresinde nispi su igeriginde azalisla birlikte icsel a-tokoferol miktarinin
artigin1 gostermistir. Yine, Ratnayaka et al. (2012) Anoda cristata ve pamukta yaptiklari

calismada cesitlere gore degismekle birlikte benzer iliski bulmuslardir.

Kuraklik stresi altinda bitkinin fotosentez aktivitesinde de azalma meydana gelir
(Yokota et al. 2002). Kuraklik stresinde bitkinin fotosentez mekanizmasi 6zellikle
klorofil igerigi ve yapisi bozulur (Ganieva et al. 1997; Kutlu 2010). Ziska et al. (1990),
kuraklik siddetinde artmanin beraberinde ribulozbisfosfat karboksilaz (Rubisco)
aktivitesi ve klorofil igeriginde azalmayir meydana getirdigini belirlemislerdir. Bitki
kurak kosullar altindayken fotosentez islevini devam ettirebilmesi i¢in klorofil degerinin
yiiksek olmasi istenir. Arastirmamizda her iki c¢esittede kuraklik stresinde klorofil
miktarinin bir Ol¢lisii olan SPAD degerlerinde azalma olmustur. Kuraklik stresinde
klorofil miktarindaki azalmanin sesebi ROT’larin kloroplastlara verdigi zarardir
(Smirnoff 1995). Nayyar and Gupta (2006) arastirmasinda bitkilere uygulanan
kurakligin klorofil igeriginde diisiise sebep oldugunu ve bunun sebebininse abiyotik
stres sartlarinin pigment parcalanmast meydana getirmesinden dolayr oldugunu
vurgulamiglardir. Yine arastirmamizda hassas ¢esit olarak kullanilan Karasu 90
¢esidinin SPAD degeri kuraklia toleransh olarak bilinen Kirag 66 cesidinden daha
diisiik olmustur. Arastirmamizdaki bulgulara benzer olarak Altinkut et al. (2001), su
stresinin neden oldugu etkiye benzer etki gdsteren paraquat uygulamasi sonrasi klorofil
icerigi bakimindan Kirag 66 c¢esidinin onemli derecede yliksek klorofil icerigine sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Stres sartlarinda bitki c¢esitlerinin  durumu
karsilastirildiginda; hassas cesitlerde dayanikli olanlara goére klorofil oran1 daha diisiik
bulunmustur (Sairam et al. 1997). Arastirmamizda, Karasu 90 ¢esidinde en yiiksek
kuraklik (-8 bar), 0 mg/L o -tokoferol uygulamasi ile en disiik; Kirag 66 ¢esidinde
kuraklik (0 bar), 100 mg/L a-tokoferol uygulamasi ile en yiiksek klorofil degeri tespit
edilmistir. Buradan o-tokoferol uygulamasinin klorofil degerini diizenledigi
gozlenmektedir. Tokoferol uygulamasi serbest oksijen radikallerini fotosistem II’den

uzaklastirmaktadir (Trebst et al. 2002; Kruk et al. 2005). a-Tokoferoliin bitkide
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meydana gelen fotooksidasyon metabolizmasina karsi koruyucu etkisi vardir (Lewitt,
1980). Yapilan in vitro ¢aligmalar, a-tokoferoliin ¢coklu doymamis yag asitlerinin zincir
reaksiyonunu ve lipit oksidasyonundan kaynaklanan serbest radikalleri sonlandirma
0zelliginin oldugunu ve bu islevi ile zincir kirici etkin bir antioksidan konumunda
oldugunu gostermektedir. E vitamini eksikliginde, yapraklarda kisa siireli yiliksek 11k
stresiyle fotooksidatif stres artar. E vitamini biyomembranlar i¢in 6nemli bir antioksidan
olarak kabul edilir (Havaux et al. 2005). Havaux et al. (2005) Arabidosis thaliana
mutant bitkilerde klorofil igeriklerinin E vitamini etkisiyle daha yiiksek oldugunu
kanitlamigtir. Yine El-Bassiouny et al. (2005) bakla bitkisine yapraktan uygulanan o-
tokoferoliin biiyiime ve verim paremetrelerinde olumlu etkilerinin yanisira klorofil a ve

b ve d karateonit miktarinda artisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Bitkinin hiicre membran yapisi tamamen hiicrenin sulu ortamiyla iligkilidir. Kuraklik
stresiyle beraber bitkinin su kaybina ugramasi hiicre membraninda bozulmaya yol acar.
Su kaybinin azalmasiyla, hiicre hacmi azalir, hiicre membraninda gerilme meydana
gelir, gerilme sonucu hiicrede ¢okme ve yirtilmalar olusur. Yine, su varliginin yetersiz
oldugu durumlarda, bitki daha fazla su kaybetmemek i¢in, genellikle stomalarini1 kapatir
ve bunun neticesinde fotosentezle fiksasyon i¢in gerekli CO2’nin aliminin
kisitlanmasina neden olur (Kalefetoglu ve Ekmeke¢i 2005; Kutlu 2010). Kuraklik stresi
altinda artan O; olusum hizi; lipid peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve
sonugta membranlarin biitliniiyle zarar gérmesine neden olur (Kutlu 2010). Genelde bu
zararlarin geri doniisiide bulunmamaktadir (Kalefetoglu ve Ekmekc¢i 2005). Kurakliga
hassas Karasu 90 cesidinde daha fazla olmak iizere her iki bugday c¢esidinde de
membran hasari oranlarinin kuraklik stresi ile arttig1 tespit edilmistir. Kuraklik kosullar
altindaki bitkilerde hiicre membran hasar1 degerlerindeki artma daha once yapilan
arastirmalarda da belirlenmistir (Chandrasekar et al. 2000; Sairam and Srivastava 2001;
Tas ve Tas 2007). Hiicre membran hasar1 -6 ve -8 barlik stres sartlarinda sirasiyla
Karasu 90 cesidinde %42,7 ve %65,0; Kira¢ 66 ¢esidinde ise %35,2 ve %40,3 olarak
belirlenmistir. Nitekim Gavuzzi et al. (1997), ekmeklik bugday c¢esitlerinde PEG 6000
solusyonu uygulamasi sonrasinda hiicre membran hasar oranlarinin %58-98 arasinda

degistigini bildirmislerdir. Yine Dhanda et al. (2004), hiicre membran hasar oraninin
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genotiplere gore %20,4 ile %65,3 arasinda degistigini bildirmislerdir. Hiicre membran
hasar1 degerlerindeki artisin dayanikli gesitlere gore hassas cesitlerde daha fazla
gozlendigi de yine bazi arastirmacilarca belirlenmistir (Sairam and Saxena 2000; Bajji
et al. 2001; Tas ve Tas 2007). Calismamizda a-tokoferol uygulanan 6rneklerdeki hiicre
membran hasari oranlarinda, a-tokoferol uygulanmayan ve ayni kuraklik sartlarindaki
oranlara gore iyilesme gozlenmistir. Vitamin E diger adiyla a-tokoferol, tokoferoller
icindeki en aktif formdur. Yiiksek bitkilerde fotosentetik, fotosentetik olmayan
dokularda ve Ozellikle hiicre zarinda bulunur. a-tokoferol antioksidan islevi, hiicre
membraninin erimesi, biiziilmesi ve par¢alanmasi gibi nedenlerle bozulmasina yol agan
serbest yag asitleri ile reaksiyona girmesi ve boylece hiicre zarinda stabilizasyonu
saglamas1 olarak agiklanir (McKersie and Leshem 1994; Abbasi et al. 2007).
Tokoferoller sadece fotosentez yapan canlilarda sentezlenen lipofilik antioksidanlardir.
Transgenik tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinde a-tokoferoliin stres sartlar1 altinda,
elektrolit sizintis1, lipid MDA oran1 ve membran hasar1 gibi fizyolojik parametreleri

azalttig1 gbzlenmistir.

Abiyotik stres sartlar1 6zelliklede kuraklik sartlar1 altindaki organizmada indirgenmis
oksijen formlarinin birikimini tesvik etmektedirler (McKersie and Leshem 1994; Edreva
1998). Stres sartlarinda bitkilerde meydana gelen serbest radikaller; superoksit (Oy),
hidroksil (OH), perhidroksil (HO;), peroksi (ROO), alkoksi (RO), fenoksi (CsH4O)
kokleri ile hidrojen peroksit (H,O,) ve singlet oksijen (*O,) olarak adlandirilir
(McKersie and Leshem, 1994; Edreva, 1998). Bu molekiillerin genel adi ise reaktif
oksijen tiirleri (ROT) dir (Edreva, 1998). ROT duyarli ve biinyesinde birikiminin fazla
oldugu bitkilerde toksik etki meydana getirerek oksidatif stresi olusturur (McKersie and
Leshem 1994). Oksidatif stres altindaki bitkinin oksidatif stres zarar derecesi, stres
altinda kaldig1 siire ve ROT birikim diizeyidir. Oksidatif zararlanma bitki hiicresinde ilk
lipid (lipidlerin peroksidasyonu), protein (proteinlerin inaktivasyonu) ve nukleik asit
(DNA’da mutasyonlar) seklinde olusmakta; hiicre sitoplazmasinda protein agregasyonu
ile hiicre zarlarinin parcalanmasiyla; ozmotik duyarlilikta azalma, solma ve en son

nekrozlar meydana gelir (McKersie and Leshem 1994; Edreva 1998).
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Bitki sinyal veya savunma fonksiyonlarindan faydalanmak amaciyla ROT fiiretir ancak
ROT birikimi nedeniyle olusabilecek oksidatif stresten korunmak i¢inde bu birikimi
onlemek ister. Bu dengenin saglanmasini isteyen bitki ROT engellenmesi yerine reaktif
oksijen potansiyel reaksiyonlarini idare ve kontrol eder. Yani bitki serbest oksijen
iiretim ve temizleme dengesini saglamak ister. Eger bu denge korunmazsa serbest
oksijen birikimi, dolayisiyla oksidatif zararlanma artar, hatta ilerleyen durumlarda bitki
Oliir. Abiyotik stres sartlar1 sonucu ROT {iretimi artarak olusan oksidatif stres ile
beraber, DNA’da zararlanmalar meydana gelir (Szarka et al. 2012). Bu sonucun
meydana gelmemesi i¢in ortaya c¢ikan oksidatif stresi Onleyici savunma sistemleri;
koruyucu enzimler (peroksidaz, katalaz, superoksitdismutaz vb.) ve antioksidantlardir
[askorbik asit, tioller (glutation, sistein), karotenoidler, tokoferol ve fenoller (fenolik
asitler, antosiyaninler, flavonoidler, tanenler vb.] (McKersie and Leshem 1994; Edreva,
1998). Bitkilerin fotokorumasindaki tilakoit tokoferoller oksidatif stresi azaltmaktadir
(Delong and Steffen 1997; Havaux et al. 2000; Fryer et al. 2002; Mu" ller-Moule” et al.
2004). a-Tokoferol diger antioksidanlarla ile isbirligi i¢inde, fotosentetik zarlarda ROT
seviyelerini (6zellikle *O, ve OH") azaltilmasinda rol oynar ve ilgili hidroperoksitlerin
lipid peroksil radikallerini azaltarak lipid peroksidasyonunun biiyilk o6l¢iide
simirlandirirlar. o-Tokoferol 'O, ve lipid peroksil radikallerinin kimyasal olarak
temizlemektedir (Munne” -Bosch 2005).

Bitki genomunun %50-90 '1n1 olusturan transpozonlar genomda yer degistirebilen DNA
dizileridir (Bowen and Jordan 2002). Cevresel stres sartlari transpozonlart aktif veya
inaktif hale getiren epigenetik mekanizmay1 degistirebilir, transpozon hareketlerini
farklilagtirir (Wessler 2009). Transpozon 6zellikleri replikasyon ve transpozisyon olarak
iki temel grup halinde incelenir. Bunlardan ilki olan replikasyon; genom igindeki kopya
sayllarinin arttirilmasi, transpozisyon ise genom icerisinde farkli yerlere hareket
edebilme Ozellikleridir. Transpozonlar, gen yapisi, fonsiyonu ile aktivitesini degistirir

ve genom ve kromozom yapilarinin da 6nemli derecede degismesini saglar (Bennetzen

2000).
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Transpozisyon mekanizmalarina gore mobil elementler RNA transpozonlart (Sinif I ya
da retrotranspozon) ve DNA transpozonlar1 (Siif I ya da DNA transpozonlar) olarak
iki gruba ayrilir. Retrotranspozon ya da sinif I transpozonlar1 da denilen, transpozisyon
islevi aracis1 olarak RNA’y1 kullanan RNA transpozonlaridir. Kuraklik stresi altindaki
bitkinin genetik yapisindaki degisim ifadeleri retrotranspozonlar araciligiyla
belirlenebilir (Marco and Marin 2005). Molekiiler diizeyde meydana gelen
degismelerden bir digeride diren¢ genlerinin aktiflestirilmesi yaninda optimum gelisme
sartlarinda inaktif durumda olan bitki retrotranspozonlarinin stres sartlarinda aktif hale
gelmesidir. Yaptigimiz aragtirmada uygulanan 3 farkli kuraklik konsantrasyonuna (0, -
6, -8 bar) bagli olarak retrotranspozon hareketlerinde artis goriildiigii ve doza bagh
olarak GTS oraninin azaldigir belirlenmistir. Tiim bilinen bitki retrotranspozonlari
normal biliylime ve gelisme boyunca inaktif durumda olup farkli abiyotik ve biyotik
stres faktorleri tarafindan aktive edilebilir ve harekete gecirilebilirler. Boylelikle bu
hareketlilikleri mutasyon oranimi1 arttirmakta ve yeni genetik ¢esitliligi ortaya
cikarmaktadir. Retrotranspozonlar pek ¢ok genomik lokus igine girebilmekte ve
mutasyonlara ve yeni Ozellikleri igeren bireyler arasinda insersiyonel polimorfizm
olusturmaktadirlar (Kumar and Bennetzen 1999). Bu durum soguk, yaralanma, patojen
ataklari, mekanik hasar, melezleme, protoplast izolasyonu ya da in vitro regenerasyon,
gibi faktorler tarafindan uyarilmaktadir (Hirochika 1995; Grandbastien et al. 2005;
Salazar et al. 2007). Hirochika and Hirochika (1993), tiitiinde doku kiiltiiriinde meydana
gelen yaralanmalara bagli olarak olusan Ttol, Tto2 ve Tntl retrotranspozonlarinin
hareket ederek genom iizerinde yeni yerlere lokalize olduklarini ve mutajenik etkiye
sebep oldugunu gdstermistir. Tntl retrotranspozonun fungal uygulamalarda
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Melayah et al. 2001). Grandbastien et al. (1997), Tnt
la Retrotranspozonunun promotoriiniin ¢esitli stres faktorleri tarafindan aktive
edildigini bildirmislerdir. Woodrow et al. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada; Triticum durum
L. bitkisine uyguladiklar1 tuz ve 11k stresinin Ttd1la retrotranspozonunun aktivitesini
artirarak diren¢ geninin yanina yerlesmesine neden oldugunu ve bu sekilde bitkiyi strese
kars1 korudugunu bildirilmiglerdir. Diger bir retrotranspozon olan TLC1 yaralanma,
protoplast izalasyonu, yiliksek tuz konsantrasyonunda aktive oldugu bildirilmistir

(Mansour 2007). Monokotiledonlarda Tos17 retrotrasnpozonunun doku kiiltiirii, sitozin
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demetilasyonu, gelisim ve patogen girisi gibi farkli biyotik ve abiyotik stres faktorleri

tarafindan aktive edildigi bildirilmistir (Liu et al. 2004; Sha et al. 2005).

Transpozonlar1 baskilayan susturucu mekanizmalarin baslicalari; RNAi ile post-
transkripsiyonel sesislestirme, histon asetilasyonu ve metilasyonu, DNA metilasyonu ve
kromatin paketleme ve yogunlasmasindaki degismelerdir (Rakyan and Beck 2006;
Bond and Finnegan 2007; Goldberg et al. 2007). Bu baskilayict mekanizmalar
sayesinde transpozonlarin yiiksek mutasyon 6zellikleri engellemektedir. Ancak, biyotik
ve abiyotik strese neden olan bazi ¢evresel nedenler DNA demetilasyonu yoluyla
transpozonlari harekete gecirmektedir (Grandbastien et al. 2005). Steward et al. (2000);
Ac/Ds retrotranspozonun soguk stresinin etkisiyle DNA metiltransferazi baskilayarak

transpozonda hipometilasyona yol agtigin1 bildirmislerdir.

Tokoferol sentezi jasmonik asit, salisilik asit ve absisik asit vb stres hormonlar1 gibi rol
almakta ve bitkilerin ¢evresel strese tepkilerinde aktif gorev almaktadir.
Arastirmamizda, stressiz sartlarda o-tokoferoliin retrotranspozonlar1 aktive ettigi
belirlenmistir. Nitekim, Salazar et al. (2007) TLC1.1 retrotranspozonunun stresle ilgili
bazi sinyal molekiillerine (etilen, metil jasmonat, salisilik asit ve 2,4-D) cevap olarak

aktive oldugunu bildirmistir.

Calismamizda kuraklik stresine karsi bitkide meydana gelen polimorfizm oranindaki
artisin, o-tokoferol uygulamasiyla iyilestirildigi gozlenmistir. Kuraklik stresinde
retrotranspozon kaynakli polimorfizm iizerine a-tokoferoliin etkisinin arastirildigi bu
calismada o-tokoferoliin artan konsantrasyonuna bagli olarak retrotranspozon
polimorfizmini azalttig1 belirlenmistir. a-tokoferoliin bu etkisi stres sartlarinda ortaya
¢itkan ROT’lar1 ortadan kaldirilarak, bunlarin DNA {izerine olan zararli etkilerini
onlemesinden kaynaklanmig olabilir. Nitekim, Szarka et al. (2012), glutatyon- o-
tokoferol ve askorbat uygulamalarinin abiyotik stres sartlarinda olusan ROT olusumunu

engelledigini bildirmislerdir.
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Strese maruz kalan bitki genomunda bulunan genetik degismelerin tespit edildigi
teknikler ise molekiiler markir teknikleri olarak adlandirilir. IRAP, retrotranspozon
temelli markir sistemlerindendir (Kalender et al. 1999). Calismamizda kullanilan IRAP
teknigi ile kuraklik stresi altinda retrotranspozon kaynakli polimofizm oraninin
belirlenmesinde basarili bir yontem oldugu gézlenmistir. Evrensel vd (2011) tarafindan
yapilan bir denemede, arpa bitkisinde meydana gelen retrotranspozon hareketleri IRAP

markir teknigi ile basarili bir sekilde belirlenmistir.

5.1. Sonug¢ ve Oneriler

Bu c¢alisma sonucunda kuraklik stresinin klorofil miktari, hiicre membran hasar1 ve nispi
su igerigi degerlerini azalttigi ve molekiiler anlamda normalde inaktif halde bulunan
retrotranspozonlarin  kuraklik  siddetinde aktif hale gelerek retrotranspozon
polimorfizmini arttirdigim1 ve kurakligin etkisiyle tiim bu degerlerdeki olumsuzluklarin
a-tokoferol uygulamasiyla iyilesme gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore a-
tokoferoliin kuraklik stresi altinda yetistirilen bitkiler i¢cin adaptif bir etkiye sahip
oldugu ve tarimda kurakligin olumsuz etkilerini O6nlemek amaciyla kullanilmasi
Onerilebilir. Bunun diginda DNA hasar1 ve retrotranspozon hareketi tespiti i¢in IRAP

tekniginden yararlanilabilecegi sonucuna varilmastir.
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