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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

OZMOTIK STRES ALTINDAKI MISIR FIDELERINDE ABSISiK ASITIN YAPRAK
KIVRILMASI UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Asiye SEZGIN
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Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2015, 59 Sayfa

Bu calismada ozmotik stres altindaki misir fidelerinde (Akpinar) absisik asitin (ABA)
yaprak kivrilmasi tizerine etkisini arastirmak icin ozmotik kosullarda fidelere distan ABA
ve ABA biyosentez inhibitorii fluridon (FLU) uygulamalariyla yaprak kivrilma derecesi,
stoma iletkenligi, yaprak su potansiyeli, lipid peroksidasyonu, i¢sel hidrojen peroksit
(H20,) ve ABA igerigi degisimleri belirlendi. Ayrica seker, prolin ve poliamin gibi ozmolit
icerigindeki degisimler saptandi. Ozmotik stres kosullarinda ABA uygulamasinin (250
uM) yaprak kivrilmasini geciktirdigi, kivrilma derecesini (%), stoma iletkenligi, i¢sel H,O,
icerigini ve prolin miktarini azalttig1, yaprak su potansiyeli arttirdigi ve membran hasarini
tyilestirdigi, icsel ABA, poliamin ve toplam seker igeriginin ise artmasini tesvik ettigi
kaydedildi. Bu durumun aksine; FLU uygulamasmin, yaprak kivrilmasini daha erken
baslattig1 ve kivrilma derecesini, stoma iletkenligini, membran hasarin1 ve H,0, igerigini
arttirdigl, su potansiyelini ise azalttigi goriildii. Ayrica, stres kosullari altinda FLU
uygulamasinin, prolin igerigini degistirmedigi, i¢csel ABA, poliamin ve toplam seker
igerigini ise azalttigr belirlendi. Elde edilen bulgulara gore, kuraklik stresine maruz kalan
musir fidelerine ABA uygulamasimin yaprak su durumunun korudugu, bazi ozmolitleri,
icsel ABA igerigini arttirdigi ve lipid peroksidasyonunu, igsel H,O, igerigini azalttigi;
bdylece kuraklik hasarlarinin olumsuz etkilerini yatistirmada 6nemli bir rolii olan 250 uM

ABA'nin yaprak kivrilmasini geciktirdigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik stresi, Yaprak kivrilmasi, ABA uygulamasi, H,O, Ozmolit,
Maisir.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ABSCISIC ACID ON LEAF ROLLING in
MAIZE SEEDLINGS UNDER OSMOTIC STRESS

Asiye SEZGIN

Karadeniz Technical University
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2015, 59 Pages

In this study, to investigate the effect of abscisic acid (ABA) on leaf rolling in maize
seedlings (Akpinar) under osmotic stress, changes in degree of leaf rolling, stomatal
conductance, leaf water potential, lipid peroxidation, endogeneous hydrogen peroxide
(H,O,) and ABA content changes were determined with application of ABA and ABA
biosythesis inhibitor fluridone (FLU) to the seedlings. Changes in osmolyte such as sugar,
proline, polyamine contents were also determined. It was recorded that under osmotic
stress application of ABA (250 uM) delayed leaf rolling, decreased degree of rolling (%),
stomatal conductance, endogeneous H,O, content and proline level, alleviated membrane
damage, increaed leaf water potential, induced to increase the endogeneous ABA,
polyamine, total sugar content. On the other hand, it was determined that application of
FLU started earlier leaf rolling and increased the degree of leaf rolling, stomatal
conductance, membrane damage and endogeneous H,O, content but decreased the water
potential. Furthermore, under stress conditions, application of FLU didn't effect proline
content, while endogeneous ABA, polyamine and total sugar contents increased. As a
consequence of these results, the application of ABA to maize seedlings exposed to
drought stress conserved water statute in the seedlings, increased some osmolites,
endogeneous ABA content and decreased lipid peroxidation, endogeneous H,O, content;
by this way, it was concluded that 250 uM ABA which has an important role of alleviating

negative effects of drought stress can delay leaf rolling.

Key Words: Drought stress, Leaf rolling, ABA application, H,O, Osmolyte, Maize.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Kuraklik diinyanin genelinde dikkat ¢eken 6nemli bir konudur. Kuraklikla iligkili
problemler iklim degisikliklerinden dolay1 artmaktadir ve bunun sonucu olarak, tahil
tiretimi yiiksek olan alanlarda su eksikliginden dolay: ciddi verim diistisleri olabilmektedir
(Fan vd., 2009: Farré¢ ve Faci 2009).

Stres etmenlerinin neden oldugu zarar; bitkinin tiirine, tolerans ve adaptasyon
kabiliyetine bagli olarak degisiklik gostermektedir (Kadioglu, 2011; Madhova Rao vd.,
2005). Kuraklik stresine cevapta bitkiler, ani gevresel degisimlere adaptasyon saglayan
gelismis karmasik fizyolojik ve kimyasal stratejilere sahiptirler (Cutler vd., 2010; Harb
vd., 2010; Hirayama ve Shinozaki, 2010; Krasensky ve Jonak, 2012; Qin vd., 2011; Shi
vd., 2013a,b).

Bitkilerin abiyotik streslere (kuraklik stresine, vb.) karsi tiiyliiliik, derin kok sistemi,
kalin kutikula gibi gesitli savunma mekanizmalarina sahip olduklari bilinmesine ek olarak
baz1 bitkilerin kuraklik stresi altinda hayatlarin1 devam ettirebilmek igin gelistirdikleri
sakinma mekanizmalarindan birisi de yapraklarda transpirasyonu azaltmak igin rulo
seklindeki kivrilma cevabidir (Bidwell, 1974; Kadioglu ve Terzi, 2007). Bu mekanizmaya
sahip olan bitkiler uzun siire canliliklarin1 devam ettirebilir ve kurakliligi en az hasarla
atlatabilirler (Heckathorn ve Delucia, 1991). Yaprak kivrilma mekanizmasina sahip olan
celtik, bugday ve diger baz1 Gramineae tiirleri lizerinde bazi ¢alismalar yapilmis ve yaprak
kivrilmasi ile strese tolerans arasindaki iliski arastirilmistir (Jones, 1979; Heckathorn ve
Delucia, 1991; Ekanayake vd., 1993). Ayrica, kurakliga en toleransli Festuca arundinacea
Schreb. tiirlerinin belirlenmesinde yaprak kivrilma derecesinin énemli bir 6zellik oldugu
ileri stirtilmiistiir (White vd., 1992). Diger taraftan, yaprak kivrilma mekanizmasina sahip
Ctenanthe setosa’da (Kadioglu ve Turgut, 1999; Kadioglu ve Terzi, 2007), misirda
(Saruhan vd., 2012) yaprak kivrilmasi lizerinde baz1 fizyolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar
yapilmistir.

Su eksikligi sirasinda yaprak kivrilmasi gibi morfolojik degisimlerin yani sira bazi
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimler de meydana gelmektedir. Ornegin, su

eksikligi sirasinda, stomatal kapanma, terleme ve fotosentetik oranlarda azalma gibi



fizyolojik mekanizmalara (Martinez Ballesta vd., 2004; Krouma, 2010) ilave olarak
protein yikimi ve diger azotlu bilesiklerin proteoliz siirecinde (Ezzine ve Ghorbel, 2006)
olusan organik maddelerin birikimi ile karakterize edilen ozmotik ayarlama gibi
biyokimyasal olaylar ger¢eklesmektedir. Ayrica stres esnasinda saperonlar gibi bazi
koruyucu maddelerin sentezi de meydana gelmektedir. Yukarida belirtilen olaylar,
hiicresel seviyede sinyal iletimi harekete gecirilerek gergeklestirilen stres cevaplaridir.
Sinyalle ilgili cevaplar, stres-cevap genlerinin kontroliinii yapan transkripsiyon faktorleri
ve bitki biiylime hormonlari, seker, poliamin ve prolin gibi diizenleyici molekiillerle
saglanir (Kavi Kishor vd., 2005; Liu vd., 2007).

Bitkilerin gesitli stres kosullarinda ozmolit olarak bilinen, prolin, ¢6ziinebilir seker
ile poliamin ve glisin betain gibi aminleri biriktirdikleri bildirilmistir (Seki vd., 2007).
Prolin, su stresine maruz kalan bitkilerde ¢ok genel ozmolitlerden birisidir. Yapilan
calismalarda, genetik yapisi degistirilmis bitkilerde prolinin asir1 {iretiminin saglanmasi ile
kuraklik stresine ve tuzluluga tolerans saglandigi bulunmustur (Yoshiba vd., 1997; Kavi
Kishor vd., 2005; Verbruggen ve Hermans, 2008). Prolinin abiyotik stres kosullarinda
birikimi, bitki tiirine ve maruz kalinan stresin siddeti ve siiresine bagli olarak
degismektedir (Delauney ve Verma, 1993; Bohnert ve Jensen, 1996). Prolinin ozmotik
stres kosullarinda farkli rollerinin oldugu, 6rnegin subselular yapilarin, membranlarin ve
proteinlerin stabilizasyonunu sagladigi, reaktif oksijen tiirlerini parcalayarak hiicresel
fonksiyonlart muhafaza ettigi, ozmotik ayarlama ve sitozol pH’si1 diizenleme gibi
fonksiyonlarmin oldugu kaydedilmistir (Vanrensburg vd., 1993; Bohnert ve Shen, 1999;
Seki vd., 2007).

Poliaminler biyokimyasal isleyisin bozulmasmna karsi kuraklik toleransinin
gelistirilmesiyle iliskilidir (Alcazar vd., 2010; Yang vd., 2007) Poliaminlerin ¢oziinebilir
ve c¢oziinemeyen bagli formlar1 kurakliga karsi 6nemli bir koruyucudur (Roussos and
Pontikis, 2007). Daha fazla poliamin iiretilmesi sonucunda poliaminler, nispeten daha
serbest anyonik molekiillerle (DNA, RNA, proteinler ve membran lipidleri) iligskiye
girerler ve stres kosullarinda membran sistemlerini denatiirasyondan korurlar (Kramer ve
Wang, 1989; Singh vd., 2002).

Cesitli streslere cevap olarak sentezlenen sekerler, besin ve metabolit sinyal
molekiilii olarak gorev alirlar ve bdylece spesifik veya hormonlarla iliskili olarak sinyal

iletimini uyarirlar ve gen ifadesinin modifikasyonuna neden olurlar. Ayrica i¢sel ozmotik



potansiyeli diizenleyerek biyomolekiil ve membranlarin korunmasina katkida bulunduklari
da bilinmektedir (Seki vd., 2007).

Absisik asit (ABA) kuraklik ve tuz stresi gibi gesitli abiyotik streslere cevapta rol
oynayan bir hormondur ve bitkilerde bir¢ok gelisim siirecine katilir (Nitsch vd., 2012).
Kuraklik ve tuz etkisiyle olusan, stresten sorumlu ¢ok sayida genin ekspresyonu uyartlir
(Guan ve Scandalios, 1998; Zhu, 2002; Chen vd., 2005) ve bitki stres sinyalinde anahtar
hormon olan ABA biriktirilir (Bartels ve Sunkar, 2005; Finkelstein, 2013). Bitkilerde su
eksikligi ilk olarak kokler tarafindan hissedilir ve burada iiretilen ABA, bitkilerin su
kaybin1 6nlemek icin yapraklara taginarak stomalarin kapanmasini diizenler (Pei vd., 2000;
Sauter vd., 2001; Xiong vd., 2002). Bunlarin disinda ABA, antioksidan sistemi uyararak
(Jiang ve Zhang, 2002a; Meinhard vd., 2002; Pastori ve Foyer, 2002) ve c¢esitli
ozmoprotektan molekiillerin birikimine neden olarak reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklastirilmasina yardimer olur (Lu vd., 2009; Ozfidan vd., 2013). Ayrica distan
uygulanan ABA'nin ¢esitli bitki ¢esitlerinde ozmotik strese ve tuz stresine karsi bitkileri
korudugu rapor edilmistir (Ozfidan, 2013).

Mevcut calismada kuraklik stresine maruz birakilan misir fidelerinde distan ABA
uygulamasinin yaprak kivrilmasini geciktirdigi tarafimizdan belirlenmistir. Bu ¢aligmayla
ABA'nin hangi icsel olaylar etkileyerek yaprak kivrilmasini geciktirdigini agiga ¢ikarmak
amaglanmistir. Bu nedenle bitkilerdeki su durumunu ve igsel ozmolit seviyelerini
degistiren degisik uygulamalar yapilmigtir. Bu uygulamalar sonucunda bazi sinyal ara
bilesiklerinin (sekerler, prolin ve poliamin) seviyelerindeki degisimler ile stoma iletkenligi,
su potansiyeli, membran hasari, i¢sel H,O, ve ABA miktarindaki degisimler belirlenmistir.
Distan bitkilere ABA uygulamasinin bitkilerin abiyotik stres toleransini artirdig1 cesitli
caligmalarla rapor edilmistir (Li vd., 2011; Zhou, 2014; De Souza vd., 2014; Dias vd.,
2014). Ancak ozmotik stres kosullari altinda ABA'nin yaprak kivrilmasi iizerine etkisine

dair bir calismaya rastlanmamaistir. Bu nedenle mevcut tez ¢alismasi bu yoniiyle 6zgilindiir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarimi inhibe etme egiliminde olan olumsuz
etkiler ya da kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Stres terimi ayni

zamanda hasar meydana getirme potansiyelini de kapsar. Bir metabolizma bozuklugunun



sonucunda olusan bu hasarlar bitkinin biliylimesinde ve veriminde azalma meydana
getirirler (Hale ve Orcutt, 1987).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak tizere iki
kisma ayrilabilir. Bitkilerin maruz kaldig1 baslica abiyotik stres faktorleri; soguk, sicaklik,
kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, c¢esitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve
besin yetersizliginden olusur. Biyotik faktorler ise virilis, bakteri ve funguslari iceren
patojenler, bocekler ve herbivorlar i¢ine alir (Yilmaz vd., 2011, (Sekil 1)). Abiyotik stres
tiplerinin etkileri birbirleriyle iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga dayamklilik, onunla
birlikte meydana gelen kuraklik sartlarina dayanikliliga baglidir. Diger taraftan donmaya
dayaniklilik, dokunun dehidrasyona dayanikliligi ile 6nemli derecede baglantilidir

(Kadioglu, 2011).
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Sekil 1. Baslica ¢evresel stres tipleri

Strese dayaniklilik sakinma ve tolerans olmak iizere ikiye ayrilir (Levitt, 1972).
Sakinma, bitkiye distan uygulanan olumsuz bir faktoriin etkisini stres olusturmadan
onleme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Cogu bitkilerde ¢esitli kuraklik sakinma
mekanizmalar1 gelismistir. Ornegin, kserofit bitkilerde su kaybmi azaltan yaprak
kivrilmasi, ylizey tiyleri, alt durumlu stoma ve benzer mekanizmalar bulunur. Benzer

sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarin1 koruyarak kurakliktan



sakinabilir (Bidwell, 1974). Eger bir bitki stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya
hi¢ hasar olusturmama o6zelliginde ise bu durum tolerans olarak adlandirilir. Diger bir
deyisle tolerans distan uygulanan bir strese canlinin dayanabilme yetenegidir (Street ve
Opik, 1984). Ornegin kuraklik toleransina sahip bitkiler protoplazma su kaybettigi zaman
protoplazmasi yeniden su alana kadar hayatsal faaliyetlerine devam edebilirler (Hopkins,
1995).

Stres altindaki bitkiler iizerinde calisma yapilmasmin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasmin 6grenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin Slgiilmesi ve dolayisiyla daha verimli {iriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarinin % 10’undan daha azi1 tarima elveriglidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
kosullardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleranshi bitkiler yetistirmek igin strese

dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarinin bilinmesi gerekir (Bidwell, 1974).

1.3. Kuraklik ve Kurakhk Stresi

Kuraklik genel anlamda meteorolojik bir olgu olup, topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donem ig¢in
kullanilan bir terimdir. Yagissiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gergeklestirilen buharlasma veya transpirasyon hizina baglh
olarak gerceklesmektedir (Jones, 1992).

Diinya tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi % 26’lik payiyla en biiyiik dilimi icermektedir.
Kuraklik stresini % 20 ile mineral stresi ve % 15 ile soguk ve don stresi takip etmektedir.
Bunlarin disinda kalan tiim stresler % 29’luk bir pay alirken, yalnizca % 10’luk bir alan
herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum, 1986). Bu durumda kuraklik
stresi biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin g¢evresel streslerden biri olup bitkilerde
bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi olusturmaktadir. Buna bagli olarak
bitkiler, smirli ¢evresel kosullara adapte olmay1 saglayacak bazi tolerans mekanizmalar
gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Kramer'e (1980) gore bu mekanizmalar kurakliktan
sakinma ve kuraklia tolerans gosterme olmak iizere iki ana baslik altinda incelenebilir.

Cogu bitkide c¢esitli kuraklik sakinma mekanizmalar1 gelismistir. Stresten sakinma



mekanizmalarindan ilki ¢6l bitkilerinde goriiliir. Ornegin, ¢6lde kisa dmiirlii olan bitkiler
yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyiir ve ¢ogalirlar. Kuraklik periyodunda ise dormant
tohumlar meydana getirirler. Diger bir kaginma mekanizmas1 sukkulent bitkilerde goriiliir.
Bu bitkiler kurakliga kars1 sukkulent dokularinda su depolayarak su kaybini en az oranda
tutarlar ve boylece uzun bir siire canliliklarini siirdiirebilirler (Salisbury ve Ross, 1992).
Ornegin herdem yesil ¢6l bitkileri kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam
ettirebilmek i¢in suda ¢oziinebilir maddeleri biriktirerek kurakliktan kaginirlar (Mundree
vd., 2002). Diger taraftan, bitkisel organlar arasinda stresten en ¢ok etkilenen organlardan
birisi yapraklar olup, 6zel ¢evre kosullarina adapte olmak i¢in bir takim metamorfozlar
gecirirler. Ornegin, kurak ortam bitkileri 151k etkisinden korunmak ve suyu iyi bir sekilde
absorbe etmek icin yaprak yiizeyinde tily, kiitikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel
yapilar gelistirirler.

Stresten kaginan bitkiler yalnizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta
kalirken strese toleransh bitkilerde ise ¢ok daha siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta
kalabilirler. Kurakliga toleransh bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak tiizere iki gruba ayrilirlar (Kramer, 1980). Dehidrasyonun
ertelenmesi transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
saglanir. Boylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisilk su potansiyeline ulagmasi
onlenir. Dehidrasyon toleransi ise hiicreler su hasarina maruz birakildiktan sonra bitkinin
canliliint devam ettiren mekanizmalar1 kapsar. Su hasar1 artarsa hiicreler turgor
durumlarinm1 kaybederler ve bdylece hiicrelerin biiylimesi sinirlandirilir. Ayrica, hiicreler
icsel ozmotik potansiyellerini ayarlayarak da hiicre biiyiime ve gelismesini diizenlerler
(Hasegawa vd., 1984).

Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri de ozmotik ayarlamadir
(Kramer, 1980). Yapilan aragtirmalar, ozmotik ayarlamanin bitkinin tiirline, yasina, stresin
derecesine, cevresel sartlara ve strese maruz kalan bolgeye baglh oldugunu gostermektedir
(Ackerson vd., 1980). Ozmotik ayarlama, stoma agikliginin korunmasina (Ackerson vd.,
1980; Ludlow vd., 1985) ve fotosentezin devam etmesine (Ackerson vd., 1980) katki

saglar.



1.4. Ozmotik Stres

Ozmotik stres kuraklik, tuzluluk veya soguk stresinin neden oldugu en Onemli
abiyotik faktorlerden biridir. Genel olarak ozmotik stres bitkilerin biliyiimesi, gelisimi ve
verimini degistiren morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere neden
olur ve bitkilerinin biiyiime ve verimini sinirlandirir. Kuraklik, tuzluluk ve soguk stresinin
uyardig1 oksidatif stres genellikle birbiriyle baglantilidir ve bu kosullar tek basina veya
kombine olarak ¢esitli hiicresel hasarlar1 uyarir. Bitkilerde ozmotik stresi uyaran boyle
stresler kompleks bir yapidadir. Ozmotik stresin en Onemli cevaplarindan biri ABA
birikimidir. ABA ozmotik stres cevaplarimni uyarir. Ozmotik stres sinyalleri ABA bagiml
ve ABA bagimsiz yolla gergeklesir (Upadhyaya vd., 2013).

Ozmotik stres ayrica oksidatif hasara da neden olur ve bitki hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) olusmasmi baglatir. Bununla beraber, bitkiler antioksidan
enzimlerin aktivasyonu ve ¢oziinebilir bilesiklerin birikimi gibi ROT’lar1 etkili bir sekilde
temizleyerek oksidatif hasar1 azaltan mekanizmalara sahiptirler. Eger ROT iiretimi bitkinin
temizleyebilecegi seviyeyi asarsa, istenmeyen reaksiyonlar sonucunda tipik semptom
olarak ozmotik duyarlilik kaybi, solma ve nekroz meydana gelir. Bu nedenle ROT iiretimi
ve temizlenmesi arasindaki denge, bitkilerin normal biiylime ve metabolizmasinin siirmesi
ve bitkilerde ozmotik stres toleransinin gergeklesmesi igin gereklidir (Upadhyaya vd.,
2013).

1.5. Yaprak Kivrilmasi

Yaprak kivrilmas: bitkilerin stresten sakinma mekanizmalarindan birisidir (Clarke,
1986). Bitkilerde yaprak kivrilmasiyla iliskili iki farkli tip hiicre bulunmaktadir. Bunlardan
biri bulliform hiicreleri olup, bu hiicreler bazi Gramineae tiirlerinin yaprak st
epidermisinde orta damar boyunca yer alirlar. Hava kabarcigi seklinde olan bu hiicreler,
yaprak kivrilmasi ve agilmasini kontrol etmek i¢in su ile dolarlar. Kuraklik stresi altinda,
bulliform hiicreleri biiziislir ve bunun sonucunda yapraklar kivrilmaya baslar. Bu sekildeki
bir kivrilma ile yaprak alaninin sadece % 68’1 1518a maruz kalir ve transpirasyon da % 46-
83 oraninda azaltilir (Oppenheimer, 1960). Yaprak kivrilmasiyla iliskili diger bir hiicre

hipodermis hiicreleridir. Ctenanthe setosa’da bulliform hiicreleri yerine yapragin {ist



epidermisinin altinda ve yapragin yiizeyi boyunca yer alan biiyiik hipodermis hiicreleri
yapraklarin rulo seklinde kivrilmasina neden olurlar (Kadioglu ve Terzi, 2007).

Kuraklik, 1s1k, sicaklik ve radyasyon gibi abiyotik faktorlerden kaynakli yaprak
kivrilmasi bitki organizmalarinda bir sakinma mekanizmasi olarak kabul edilir (Kadioglu
ve Terzi, 2007). Ek olarak, bocekler ve funguslar gibi biyotik stresler de yaprak
kivrilmasina sebep olabilir (Kadioglu vd., 2012).

Yaprak kivrilmasma sebep olan abiyotik stres faktorlerinden biri geltik, muisir,
bugday, dar1 gibi ¢esitli bitkilerdeki su eksikligidir (Kadioglu ve Terzi, 2007). Kurak
ortamda yetigen bitkiler, yapraklarina gelen 151k miktarin1 azaltmak icin yapragin agisini
degistirirler ve boylece 151k absorbsiyonu i¢in daha az bir ylizey alani saglamis olurlar.
Bilindigi gibi 151k, yapragin isinmasina neden olur ve bu durum su kaybini artirabilir. Bu
sartlar altinda gelistirilen mekanizmalardan birisi yaprak yilizeyinin yansitma 6zelligindeki
degisimlerdir (Oppenheimer, 1960). Oregin, kuraklik stresi altinda, kiiciik taneli tahil
bitkileri orta damar boyunca kivrilmig dik yapraklar sergilerler. Bu olay, bitkiler genellikle
suyu geceleyin aldiklart i¢in giiniin ilerleyen saatlerinde gergeklesir. Fakat toprak nemi
azaldig1 zaman, yaprak kivrilmasi giiniin erken saatlerinde de meydana gelebilir (Kadioglu
ve Terzi, 2007). Yaprak kivrilmasi bitkinin su kaybini azaltarak senesensin gecikmesine
neden olmasi bakimindan da 6nemlidir (Richards vd., 2002). Su stresi sirasinda yaprak
senesensi yerine yaprak kivrilmasinin baslamasi bitkinin fotosentezi iyilestirmesine veya
ciddi olarak artirmasina da olanak saglayabilir (Knapp, 1985). Ornegin, Andropogon
gerardii, stres esnasinda su kaybi oranini yavaglatmak igin yapraklarini kivirarak
fotosentezi aktif olarak devam ettirir ve boylece kisa siireli kurakliga dayanabilir (Richards
vd., 2002).

Cogu bitkilerde yiliksek ve diislik sicaklik yaprak kivrilma derecesini etkileyebilir.
celtikte yaprak kivrilmasi, yaprak sicakligi ve yaprak ozmotik potansiyeli ile korelasyon
gostermektedir (Kadioglu ve Terzi, 2007). Rhododendron tiirleri gibi bazi bitkilerde,
yaprak kivrilmas: diisiik sicaklikta meydana gelir (Nilsen, 1991). Ancak celtikte soguk
uygulamasi yaprak kivrilmasi cevabiyla sonuglanir (Yan vd., 2006). Yaprak kivrilmas,
asirt glines 1s181inda bitkileri 1siktan koruma mekanizmasi olarak da bilinir ve ¢cogu bitkide
bulunabilir (Kao ve Forseth, 1992; Bjorkman ve Demmig Adams, 1993; Xu ve Wu, 1996).
Ornegin asir1 giines 15181na maruz kalan Amomum villosum Lour. bitkisinde meydana gelen

yaprak kivrilmasi bitkiyi 15181 olumsuz etkilerinden koruyan mekanizmalardan biridir ve



normal tarla kosullarinda bu mekanizma etkili bir sekilde bitkiyi 1s1k hasarindan

koruyabilir (Feng vd., 2002).

1.6. Lipid Peroksidasyonu

Stres etkisiyle olugan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu baslatabilir
(Thompson vd., 1987). Lipid peroksidasyonu oksidatif stres sonucunda olusan
malondialdehit (MDA) igerigine bakilarak belirlenir (Irigoyen vd., 1992) ve yaprak
senesensi esnasinda Onemli bir degisim olarak diisiintilir (Dhindsa vd., 1981/82;
Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin
celtik siirgiinlerinde (Yordanov vd., 2000), bugday genotiplerinde (Sairam vd., 2001),
yoncada (Irigoyen vd., 1992) ve seker kamis1 yapraklarindaki (Smirnoff, 1993) su stresi
lipid peroksidasyonunu artirir. Diger taraftan bazi1 ¢im bitkilerinde kuraklik esnasinda
MDA igeriginin etkilenmedigi de bilinir. Lipid peroksidasyonunun diisiik seviyede olmasi
ozellikle SOD ve peroksidaz gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitesinin yiliksek seviyede
tutulmasinin bir sonucu olabilir (Fu ve Huang, 2001). Ayrica, lipid peroksidasyonunun
bitkilerin strese toleransi ile iliskili oldugu bilinir. Ornegin, su stresine maruz birakilmis
bugday ve misir ¢esitlerinde su stresi sartlar1 altinda MDA igerigi artarken hassas genotiple
karsilastirlldiginda strese toleransli genotiplerde diisiik oranda lipid peroksidasyonu

meydana gelir (Pastori ve Trippi, 1992; Sairam vd., 1998).

1.7. H,0O;

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,O, de iiretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H,O; nin tiretiminden sorumludur. H,O, nin {retildigi bagka bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gerceklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membrani ve ekstrasellular matriks HyO, nin iiretildigi

diger onemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Yapisinda paylasilmamis elektron
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icermediginden radikal 6zellik tasimaz. H,O2’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak
davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok giiglii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu
gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H»O,’nin ortamdan uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki Onemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.8. Stres Kosullarinda Ozmolitlerin Biyosentezi

Stres kosullar1 altinda bitkiler, ozmotik dengenin saglanmasi ve hiicresel yapilarin
korunmasi i¢in yaygin olarak coziinebilir seker (fruktoz, sakkaroz ve glukoz) ve seker
alkoller (mannitol, gliserol, metillenmis inositol), prolin, glisin betain, poliamin, gibi
ozmolitler biriktirirler (Borsani vd., 2003; Ashraf, 2007; Yazici vd., 2007).

1.8.1. Sekerler

Glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi ¢oziinebilir sekerler bitki yap1 ve metabolizmasinda
onemli fonksiyonlara sahiptirler. Sekerler nisasta ve seliiloz gibi kompleks karbohidratlarin
sentezi i¢in substrat olmalarinin yaninda amino asit ve yag asidi biyosentezi i¢in baslangic
bilesiklerini de temin ederler. Cozilinebilir sekerlerden biri olan sakkaroz sentezi sakkaroz
fosfat sentaz ve sakkaroz sentaz olmak iizere iki enzim tarafindan katalizlenir. sakkaroz
fosfat sentaz yerlesimi bakimindan fotosentetik dokularda sinirli degildir. Ayni1 zamanda,
olgunlagmakta olan meyveler gibi fotosentetik olmayan dokularda da bulunurlar ve bu
dokularda da aktiftirler (Huber ve Huber, 1996).

Sekerler ¢ok cesitli stres cevabi ile ilgilidirler ve bu cevaplarda metabolit ve sinyal
molekiil olarak rol oynarlar. Soguk stresi, herbisit, yaralanma, patojen saldiris1 gibi
¢Oziinebilir sekerlerin karistigi stres durumlarinda ROT dengesinde de 6nemli degisimler
meydana gelmektedir. Coziinebilir sekerlerin ROT iireten metabolik yollara karistig1 veya
bu yollarla birlestigi bilinmektedir. Coziinebilir sekerler ve ROT’lar arasindaki bu birlesen

veya antagonistik iliski transkriptom analizleriyle de gilinlimiizde dogrulanmistir ve seker
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sinyalinin ve sekerlerin diizenledigi gen ekspresyonunun oksidatif stresin kontrolii ile
alakali oldugu ortaya konulmustur. Coziinebilir sekerlerin ROT’lara gore daha hayati bir
roli oldugu diistiniilmektedir. Aksine ¢oziinebilir sekerler ROT temizlenmesine katki
saglayabilen oksidatif pentoz fosfat yolu gibi NADPH iireten metabolik yollar1 da beslerler
(Couee vd., 2006). Patojen saldirisi, kuraklik, tuz stresi, ABA muamelesi, diisiik sicaklik
veya agirt uyarilma enerjisi gibi farkli stresler direkt veya dolayli olarak ROT iiretimine
neden olurlar ve bdylece adaptif stres cevabi olarak kabul edilen seker birikimi meydana
gelir (Roitsch, 1999). Seker sinyal mekanizmasinn karakterizasyonu bir glukoz sensorii
olan hekzokinaz tizerinde yogunlagmistir (Couee vd., 2006). Sakkaroz, trehaloz ve diger
hekzokinaz-bagimsiz seker algilanmasi ve sinyal iletimi bitkilerde olduk¢a karmasiktir
(Smeekens, 2000).

1.8.2. Prolin

Prolinin esas olarak sitoplazmada ve son yillarda az da olsa kloroplastlarda
sentezlendigi gosterilmistir (Szekely vd., 2008). Bir ozmolit olan prolin yiiksek yapili
bitkilerde glutamat veya ornitinden sentezlenir. A. thaliana’da glutamat yoluyla prolin
biyosentezi, ¢ift islevli Al-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) enzimi tarafindan
denetlenir. P5CS enzimi glutamik asiti fosforile ederek glutamil-5-semialdehit (G5SA)’e
doniistiiriir. Bu enzimin P5SCS1 ve PSCS2 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Prolin,
G5SA’den pirolin-5-karboksilat araciligiyla Al-pirolin-5-karboksilat-rediiktaz  enzimi
katalizorliigiinde sentezlenir (Delauney ve Verma, 1993). Bu reaksiyonun hizini belirleyen
basamak, P5CS enziminin y-glutamil kinaz aktivitesidir. Prolin katabolizmasi ise prolin
dehidrogenaz ile pargalanir (Ozfidan, 2010).

Prolin birikiminin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine karsi bitkilerde ozmotik
ayarlamaya katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin kararliligini
sagladigr ve serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007,
Tirkan ve Demiral, 2009). Sekil 2'de ifade edildigi gibi, prolin birikimi stres toleransini
birgok yolda etkileyebilir (Szabados ve Savoure’, 2010). Yapilan ¢aligmalarda bir¢ok bitki
cesidinde strese toleransh bitkilerde hassas olanlara gore prolin miktar1 fazla bulunmustur
(Ashraf, 2007). Ayrica prolin kuraklikta lipid peroksidasyonun onlenmesinde de rol
oynamaktadir (Molinari vd., 2007).
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Sekil 2. Bitkilerde prolinin ¢ok yonlii fonksiyonlari

Xiong vd. (2001), bitkilerdeki prolin birikiminin ABA’ya bagimli veya ABA’dan
bagimsiz olabilecegini belirtmislerdir. Bunun yani sira, bitkilerde ozmotik strese cevapta
ABA birikiminin P5CS gen ekspresyonunu regule ettigi rapor edilmistir. Ayrica, ABA’nin
tek basina bu geni uyarmada yeterli olmadigi, kuraklik ve tuz stresi siiresince ABA vasitasi

ile PSCS gen uyariminda Ca* iyonunun da rol oynadig: belirtilmistir.

1.8.3. Poliaminler

Poliaminler (PA) biitiin bitki hiicrelerinde bulunurlar. Bitkide biiyiime ve gelisme
olaylarmin yani sira biyotik ve abiyotik stres toleransinda da 6nemli rol oynarlar (Alcazar
vd., 2010; Minocha vd., 2010). PA’lar hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, hiicre
farklilasmasi gibi bir¢ok diizenleyici olayda ve sinyal iletiminde ikincil mesajci olarak rol
oynadiklar bilinmektedir (Galston ve Sawhney, 1990). Bitkilerde poliaminlerin ozmotik
stres (Legocka ve Kluk, 2005), tuz stresi (Jimenez Bremont vd., 2007), asit stresi (Shen
vd., 1994), agir metal stresi (Groppa vd., 2001) ve UV radyasyonu (Lutz vd., 2005) gibi
abiyotik streslerle ilgili oldugu kaydedilmistir. Yiiksek bitkilerdeki yaygin poliaminler bir
diamin olan putresin (Put), triamin spermidin (Spd) ve tetramin spermin (Spm)’dir. PA’lar

serbest formda bulunabilecegi gibi fenolik bilesikler gibi kiiciik molekiillere kovalent
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olarak baglanarak ¢Ozilinebilir formda veya ¢oziinemeyen bagli formda bulunabilirler.
Coziinemeyen bagli formdaki PA’lar genellikle niikleik asitler ve proteinler gibi
makromolekiillere baglanirlar (Gill vd., 2010). Bitkilerde PA sentezinin anahtar enzimleri
arginin dekarboksilaz (ADC), ornitin dekarboksilaz (ODC) ve S-adenozil metionin
dekarboksilaz (SAMDC)’dir. Putresin, arginaz ve ODC’mn katalizledigi ornitin yoluyla
veya sirastyla ADC, agmatin imino hidrolaz ve N-karbamoilputresin amidohidrolaz’in
katalizledigi iic ardisik reaksiyonla agmatin yoluyla sentezlenir. Spd ve Spm ise
SAMDC’nin aktivitesiyle dekarboksile olmus SAM’daki aminopropil gruplarmin
ilavesiyle sentezlenir. PA degredasyonu ise diamin oksidaz ve poliamin oksidaz tarafindan
katalizlenir (Kusano vd., 2008; Tavladoraki vd., 2012). PA biyosentezi, katabolizmasi,
baglanmasi, ara bilesikleri ve tasinimi birlikte PA hemoztazina katkida bulunur. Ayrica PA
katabolizmasi ve ara bilesikleri 6zellikle H,O, gibi ROT lar tiretirler. ROT lar ¢esitli sinyal
kaskatlarinin up veya down gidisatin1 (stream) harekete gecirirler. Diger taraftan, g¢esitli
abiyotik stres kosullarinda PA biyosentezine karisan genlerin (ADC2, SPMS, SMADC?2)
uyarildigr kaydedilmistir. PA biyosentezinin ana enzimi olan ADC aktivitesinin stres
kosullarinda uyarildgi ve bdylece PA iceriginin de arttifi rapor edilmistir. Ayrica,
bitkilerin stresi kontrol etme kabiliyetinin PA sentezleyebilme potansiyeli ile iligkili oldugu
da ileri siiriilmiistiir (Gupta vd., 2013). Yine, distan uygulanan PA’larin gesitli abiyotik
stres kosullarindaki kiiltiir bitkilerinin toleransini artirdigi ve bdylece verimi iyilestirdigi

bilinmektedir (Zhao ve Yang, 2008; Yang vd., 2011).

1.9. Absisik Asit

ABA’nin cis ve trans olmak tizere iki tane geometrik izomeri vardir. ABA’nin 2 nolu
karbonundaki karboksil grubunun yerlesimi ABA’nin cis ya da trans izomerlerini belirler.
Dogal olarak olusan ABA, cis formundadir. C15 atomu igeren ABA, izoprenoidler
(terpenoidler) olarak bilinen metabolitlerin bir sinifina aittir (Nambara ve Marion Poll,
2005; Ozfidan, 2010) ve ayrica bitki gelisimi, biiyiimesi ve g¢esitli stres kosullarina
adaptasyonda en O&nemli bir fitohormondur (Schroeder vd., 2001a; Shinozaki ve
Yamaguchi Shinozaki, 2000; Verslues vd., 2006). ABA’nin yapist Sekil 3'de

gosterilmistir.
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Sekil 3. ABA’nin yapis1 (Finkelstein, 2013)

1.10. Kurakhgmn Absisik Asit ile liskisi

Biiyiime hormonlar1 bitkilerin stres cevaplarin1 diizenlemede 6nemli rol oynarlar
(Wang vd., 2001). Bitki hormonu ABA bitkide bir¢ok anahtar siireci diizenler ve biyotik ve
abiyotik stres yanitlarinda igsel mesajci olarak rol oynar (Adie, 2007; Fujii ve Zhu, 2009).
Kuraklik stresi esnasinda hiicrelerdeki turgorun azalmasi sonucunda yaprak kivrilmasinin
yant sira ABA gibi bazi biiylime hormonlarinin seviyesi de degisir (Pierce ve Raschke,
1980; Turner vd., 1986). ABA bitkilerde su dengesini diizenleyen temel hormondur (Zhu,
2002). ABA cicekli bitkilerde su eksikligine (kurakliga) cevap olarak iiretilir, kurakliga ve
diger cevresel streslere toleransla ilgili cevaplarin baslatilmasinda 6nemli bir rol oynar.
Disaridan uygulanan ABA’nin da bitkilerde stres iliskili birgok genin ekspresyonunu
uyararak strese karsi toleransi artirdig belirtilmistir (Xiong vd., 2002; Fediuc, 2005; Zhu,
2010). Kuraklik veya tuzluluk kosullari altinda bitki ABA igerigi, gen seviyesindeki
degisimler ve stoma kapanmasi uyarilarak énemli derecede artar, boylece bitkinin stresle

basa ¢ikma kapasitesi de yiikselir (Seki vd., 2007; Cutler vd., 2010; Kim vd., 2010).

1.10.1. Absisik Asit Biyosentezi, Katabolizmasi ve Tasinimi

ABA’nin, kok, govde, yaprak, meyve ve tohum dokularinda mevalonik asitten
sentezlendigi tespit edilmistir. Bu dokularda ABA’nin biiyiik bir ¢ogunlugu plastidlerde
sentezlenmektedir (Kadioglu, 2011). Yiiksek bitkilerde, ABA biyosentezi C40 formundaki
karotenoid yapisinin bir seri enzimatik basamak sayesinde ayrilmasi ile baslatilir (Soto vd.,

2013). Violaksantin sentezi, zeaksantin epoksidaz (ZEP) enzimi ile katalizlenir (Chernys



15

ve Zeevaart, 2000). Bu enzimin Arabidopsis’te ABA1 lokusu tarafindan kodlandigi
bulunmustur. Violaksantin bir C40 bilesigi olan 9’-cis-neoksantine doniistiiriilerek, daha
sonra C15 bilesigi olan ksantoksini olusturmak i¢in ortasindan ikiye ayrilir. Ayrilma 9-Cis
epoksikarotenoid dioksigenaz (NCED) tarafindan katalizlenir (Taiz ve Zeiger, 2008).
Ksantoksinin absisik asit aldehite doniisiimii ise, kisa zincirli bir dehidrogenaz/rediiktaz
benzeri enzim olan SDR tarafindan katalizlenir ve Arabidopsis’te ABA2 lokusu tarafindan
kontrol edilmektedir. Absisik asit aldehit ABA’y1 olusturur ve bu son basamak kofaktor
olarak molibdene ihtiya¢ duyan absisik aldehit oksidaz (AAQO) tarafindan
katalizlenmektedir. aba3 mutantlarr da AAO yoklugunda ABA sentezleyemez
(Daszkowska Golec ve Szarejko, 2013; Finkelstein, 2013).

ABA sentezine ek olarak, katabolizmas1 da ABA diizeyinin regiilasyonu i¢in énemli
bir mekanizmadir. Hiicresel ABA seviyesi hidroksilasyon ve konjugasyon olmak tizere iki
yolla diisiiriilbilir (Nambara ve Marion Poll, 2005). ABA-hidroksilasyonunda, P-450 tip
monoksigenaz ABA'y1 oksidasyonla faseik aside katalizler (Kushiro vd., 2004; Nambara
ve Marion Poll, 2005; Saito vd., 2004). ABA-konjugasyonu ise ABA’nin bir
monosakkaritle kovalent bag kurarak, inaktif ABA-B-D-glukozil esterine (ABA-GE)
doniismesidir. Serbest ABA sitoplazmada, ABA+GE ise vakuollerde birikmektedir
(Schroeder ve Nambara, 2006). Stres tetikli ABA biyosentezi en ¢ok vaskiiler dokularda
meydana gelir fakat ABA cevaplar1 uzak bekgi hiicrelerinin dahil oldugu ¢esitli hiicrelerde
ortaya ¢ikabilir (Kuromori vd., 2010). Boylece ABA cevaplari icin ABA'nin ABA {ireten
hiicrelerden komsu hiicrelere tasinmasi gerekir. Son zamanlarda hiicreden hiicreye ABA
taginimina, plazma membranina baglh ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilarin (Kang vd.,
2010; Kuromori vd., 2010) ve diisiik afiniteli nitrat tagiyici ailesi olmak tizere iki vasitanin
aracilik ettigi gosterilmistir (Kanno vd., 2012). Aymi arastirmacilar, ABA-Importing
Transporter 1 (AIT1) i de izole etmistir.
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Sekil 4. ABA Biyosentezi ve Katabolizmasi (Finkelstein, 2013)

1.10.2. Absisik Asit ve Sinyal Tletimi

Bitkilerde ABA'min islevleri c¢ok cesitlidir. Yiiksek hiicresel ABA seviyesi
tohumlarda depo proteinlerinin sentezi, tohum dormansinin (Finkelstein vd., 2002, 2008)
uyarilmast ve tohum ¢imlenmesinin inhibisyonuna yol agar. ABA stoma porunun
kapanmasinin (Hetherington, 2001; Kim vd., 2010) tesvikiyle su transpirasyonun azalmasi
yani sira lateral kok ve fide gelisimiyle (Xiong vd., 2006) de iligkilidir. Kuraklik ve ytiksek
tuzluluk gibi ozmotik stres kosullar1 altinda stresten sorumlu ¢ok sayida genin fonksiyonu
ve toleransi tetiklenir ve bitkide stres sinyalinde anahtar hormon olan ABA biriktirilir
(Bartels vd., 2005; Finkelstein, 2013) ve stresten sorumlu ¢ok sayida genin ekspresyonu
uyartlir.

ABA'nin sinyal iletimindeki rolii ile ilgili yapilan ¢aligmalar, ii¢ protein sinifina ait
proteinlerden olusan bir merkezi sinyal modiilii {izerinden gergeklestigini gostermektedir:

Pyracbactin Resistance/Pyracbactin  Resistance-like/Regulatory Component of ABA
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Receptor (PYR/PYL/RCARS)'nin ABA reseptorleri oldugu, protein fosfataz 2Cs
(PP2Cs)'nin negatif diizenleyici, SNF1 bagimli protein kinaz 2'ler (ShnRK2)'nin ise pozitif
diizenleyici olarak rol oynadigi ileri siiriilmiistiir (Mustilli vd., 2002; Park vd., 2009;
Schweighofer vd., 2004; Umezawa vd., 2009; Yoshida vd., 2006a). Ek olarak, AREB
(ABA responsive element binding protein)/ABF (ABRE binding factor) transkripsiyon
faktorleri, SnRK2'lerin kendi koruma alanlarmin g¢ok alanli fosforilasyonu ile ABA-
bagimli bir yolla aktive edilir (Furihata vd., 2006; Uno vd., 2000; Fujii vd., 2007).
Arabidopsis'te 10 SnRK2 belirlenmistir ve bunlardan 9'u altsiuf 1l (SnRK2s,
SRK2D/SnRK2.2, SRK2E/SnRK2.6/0ST1) ve SRK2I / SnRK2.3 ile ozmotik stres
tarafindan aktive edilirken, bir yandan da gii¢lii bir sekilde ABA ile uyarilir (Boudsocq vd.,
2004) ve ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz gen ekspresyonunu onemli 6lgiide diizenler
(Fujita vd., 2009). U¢ SnRK2'ler beraber lokalize olur ve bitki hiicre niikleusundaki
AREB/ABF'ler ile etkilesime girer (Yoshida vd., 2010; Fujita vd., 2009). Ug altsimf III
SnRK2s ozmotik stres kosullar1 altinda, AREB/ABF'lerin fosforilasyonuyla ABA-cevap
gen ekspresyonunu diizenler (Yoshida vd., 2014, (sekil 5)). AREB1/ABF2, AREB2/ABF4
ve ABF3, SnRK2 alt genlerin tigte birinin sentezlemesini diizenler (Fujita vd., 2009); bu ii¢
AREB/ABF'den baska, SnRK2s' nin dowstream fonksiyonlarmin transkripsiyon faktorleri
hakkinda ¢ok azi bilinmektedir. Arabidopsis thaliana' da (Arabidopsis) A grubu bir bZIP
transkripsiyon faktorleri arasinda dokuz AREB/ABF transkripsiyon faktorleri, bZIP
domeini ve Ser/Thr kinaz fosforilasyon bolgelerini ihtiva eden dort korunmus bolge vardir
(Fujita vd., 2013). AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 ve ABF3 genlerinin daha fazla
downstreaminin ekspresyonu Arabidopsis'in srk2d/e/i lglii mutantinda 6nemli Glgiide
bozulmaktadir (Fujita vd., 2009) ve AREB/ABF'lerin ABA bagimli fosforilasyonu
tamamen saf dis1 birakilmaktadir (Fujii vd., 2009; Fujii vd., 2009). Srk2d/e/: tiglii mutanti
tohum ¢imlenmesi, fide bilylimesi, stomatal diizenleme ve ozmotik strese yanit veren gen
ekspresyonunu agisindan asirt bir ABA-duyarli fenotipi gosterir (Fujita vd., 2009; Fujii
vd., 2009; Nakashima vd., 2009).

Kurak ve tuzluluk stresi, ABA- bagimli ve ABA- bagimsiz yolagindaki, AREB/ABF,
MYC (myelocytomatosis)/MYB (myeloblastosis), DREB2 (drought responsive element
binding) ve NAC (NAM, ATAFI,2, CUC) transkripsiyon faktorlerine ait gen ifadelerini
aktive eder. Bu Onemli transkripsiyon faktorleri farkli streslere cevap olarak farkli
transkript diizenlenmesi gosterir ve asir1 ekspresyonu bitkilerde stresle ilgili ¢cok sayida

genin dogrudan veya dolayli olarak devreye girmesine sebep olur (Agarwal ve Jha, 2010).
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AREB/ABF'ler ABA-bagimli gen ekspresyonunda onemli fonksiyonlart vardir.
Benzer sekilde DREB2 transkripsiyon faktorii ozmotik strese cevapta ABA-bagimsiz gen
ekspresyonunda anahtar rol oynar (Yoshida vd., 2014). Artan kuraklik, yiiksek tuzluluk ve
vejetatif dokulardaki ABA'nin (Fujita vd., 2005) neden oldugu ABF3 ve AREB1/ABF2,
AREB2/ABF4 ekspresyonundaki artig ile uyumlu olarak, asirt ekspresyonuyla ilgili
caligmalar, bu tic AREB/ABF'nin kuraklik stres sartlar1 altinda ABA sinyallenmesinin
pozitif diizenleyici oldugunu géstermistir (Fujita vd., 2005; Furihata vd., 2006). arebl
areb2 abf3 ic¢li mutantin incelenmesi (Yoshida vd., 2010) kuraklik stresine cevap
sirasinda ABA sinyalinde ABRE- bagimsiz gen ekspresyon diizenleyicileriyle beraber ana
transkripsiyon faktorii olarak 3 AREB/ABF'nin fonksiyonu birlikte gostermistir (Yoshida
vd., 2014). DREB2 proteinleri bitkiye 06zel transkripsiyon faktorleri olan AP2/ERF
ailesinin tyeleridir. Arabidopsiste 8 DREB2s arasinda DREB2A,DREB2B, kuraklik,
yiiksek tuzluluk, sicaklik tarafindan biiyiik dlgiide tesvik edilir (Sakuma vd., 2002; Sakuma
vd., 2006).

Ozmotik Stres

A \ ABA-Bagimh
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? A /
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Sekil 5. Ozmotik strese cevapta ABA-bagimli sinyal yolunun ABA-bagimsiz sinyal
yoluyla ¢apraz etkilesimi
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En iyi ¢alisilmis ABA sinyal iletim yollarindan biri, ABA’ya cevap olarak stomalarin
kapanmasidir (Allen vd., 2001). ABA uygulamasiyla, arkadas hiicrelerdeki sitozolik Ca*?
iyon seviyesinde artis oldugu bilinmektedir. Sitozolik Ca* konsantrasyonundaki
degismeler, stomalarin kapanmasi i¢in gereklidir (Allen vd., 2001). Birgcok fitohormon
sinyal iletim asamalarinda hiicre i¢i mesajc1 olarak Ca™® islev grmektedir. Ca*? sinyali
ABA’y1 igeren yanitlarda siklik-ADP-riboz (CADPR), inositol 1,4,5 trifosfat (IPs), inositol
hekzafosfat (InsPg) veya H,O, gibi ikinci mesajcilar tarafindan uyarilir (Schroedaer vd.,
2001).

Stres sirasinda ABA biyosentezi ilk olarak koklerde artmaktadir ve daha sonra
ksilem araciligiyla kimyasal bir sinyal olusturarak stomalarin kapanmasini saglamak tizere
govdeye tasinir (Gallé vd., 2013). ABA’nin strese karsi cevabinda stoma kapanmasi,
ozmolit birikimi, biiylimenin inhibisyonu ve metabolizmanin degistirilmesi gibi fizyolojik
adaptasyonlarinin yani sira, molekiiler diizeyde gen ekspresyonunda birgok degisiklikler
yaptigi ve LEA, HSP gibi koruyucu proteinlerin ve reaktif oksijen temizleyicilerin
sentezini artirdig bildirilmistir (Huang ve Wu, 2006; Sripinyowanich vd., 2013).

Ozmotik strese cevap geninin ekspresyonu ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz yolla
diizenlenir (Yamaguchi Shinozaki ve Shinozaki, 2006). Birden fazla dokuyu etkileyen
dehidrasyonla uyarilabilen genler distan ABA uygulamasiyla uyarilir (Yamaguchi
Shinozaki ve Shinozaki, 2006). Ozmotik strese cevap olarak aktive edilen transkripsiyonel
ag isbirligi icindedir ama yalnizca ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz yollar ile diizenlenmez.
ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz yollar arasindaki capraz etkilesimin 6nemli olmasina
ragmen, iki sinyal yolunun nasil birbirlerini diizenledigine dair bilgiler sinirlidir (Yoshida
vd., 2014). Muhtemelen 3 altsinif III SnRK2s ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz sinyalinin
bir noktada birlesmesine katilir (Fujita vd., 2013).

1.11. Misir Hakkinda Genel Bilgiler

Misir, Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon bir bitkidir. Poaceae
familyas: igerisinde ¢i¢eklenme bicimi bakimindan diger tiirlerden farklhidir. Cigekleri
monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni bitki iizerinde fakat
farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu olup diploid bir bitkidir. Masir,
genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle Diinya’nin farkli bolgelerinde  kiiltiiri

yapilabilmektedir. 50° kuzey enleminden 50° giiney enlemlerine, deniz seviyesi ile 3000 m
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ye kadar olan yiiksekliklerde ve ayrica bir¢ok toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir
(Morris, 2002).

Maisir yaklasik 365 kcal / 100 g arasinda bir enerji yogunlugunu tedarik eden yaklasik
% 72 nisasta, % 10 protein ve % 4 lipit ihtiva eder. Bu nedenle, misir yiiksek kiiresel tarim,
insan beslenmesinde ve kiiltiirel geleneklerine entegre hale gelmistir (Nuss ve
Tanumihardjo, 2010).

Muisir, yaygin bir kullanim alani1 olmasi nedeniyle diger tahillara gore oldukga farkli
bir yere sahiptir. Icerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan hem de hayvan
beslenmesinde kullanilabilmektedir. Ayrica hayvan beslenmesinde yem hammaddesi
olarak kullanilmas: disinda, plastik, kumas, yapistirici gibi madde yapiminda da kullanilir
(URL-1 ve URL-2, 2014).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Misir (Zea mays L.) tohumlarn (Akpmar) Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitlisti'nden temin edildi. Misirlar 25%18x12 cm’ lik saksilarda, 16 saat boyunca, 22 °C
giindiiz/8 saat boyunca, 18 °C gece sicakliginda, 50-60% bagil nemin bulundugu toprakta,
dort yaprakli asamaya kadar (yaklasik 3 hafta) biyiitiildii. Sulamalar iki giinde bir yapildi

ve her biri i¢in 200 ml su kullanildz.

2.2. Ozmotik Stres Altinda Distan Uygulanan ABA ve ABA Sentez inhibitorii
Fluridon (FLU) Konsantrasyonlarindan Yaprak Kivrilma Derecesine
Gore Etkin Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Ozmotik stres altindaki misir fidelerinde ABA'nin yaprak kivrilmasi tizerine etkisini
arastirmak igin, ii¢ haftaya kadar biiyiitiilen fideler toprak istii kisimdan kesildi. Kesilen
fideler, yaralanma hasarini ortadan kaldirmak igin aliminyum folyo ile sarili, igerisinde saf
su bulunan deney tiiplerinde 1 saat bekletildi. Sonrasinda bitkilerin bir kismi, % 3'liik
polietilen glikol (PEGeogo) ile birlikte hazirlanan ABA ( 10, 50, 100, 200, 250 uM ) ve
FLU (10, 20, 30, 40 uM) konsantrasyonlarini i¢eren tiiplere, bir kismi kontrol grubu olarak
saf su bulunduran tiiplere, son grup olarak da ozmotik stres olusturan %3'lik PEG
bulunduran tiiplere aktarildi ve 12 saat bekletildi. ABA uygulamalar1 sonuglara
dayanarak yaprak kivrilmasim iyilestirici yonde etki eden (kivrilmay: geciktiren), ABA
konsantrasyonu (250 uM) ile igsel ABA igerigini azaltan FLU (30 uM) konsantrasyonu
belirlendi. Sonraki denemelerimizde 250 uM ABA (Aroca vd., 2008; De Souza, 2014),
250 uM ABA+PEG, 30 uM FLU (Popova, 1998) ve 30 uM FLU+PEG gruplar ile devam
edildi. Yaprak kivrilmasi, su potansiyeli ve stoma iletkenligi dl¢limleri 12 saatin sonunda
yapildi. Spektrofotometrik Olgiimler i¢in kullanilacak yaprak ornekleri sivi azottan

gecirildikten sonra -20 °C' de saklandh.
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2.3. Analiz ve Olciimler

Fidelerin yaprak kivrilma derecelerindeki ve siirelerindeki varyasyonlar ikinci
yapraklarda 6l¢iildii. Daha sonra, ikinci yapraklar kullanilarak, yaprak kivrilma derecesi ve
stiresinin Ol¢iilmesi, su potansiyeli, stoma iletkenligi, lipid peroksidasyonu, hidrojen
peroksit, ABA igerigi, toplam seker, prolin igerigi, poliamin igerigi gibi parametrelerdeki

degisimler belirlendi.

2.3.1. Yaprak Kivrilma Derecesi ve Siiresinin Ol¢iilmesi

Bitkilerin su durumunun bir gostergesi olan yaprak kivrilmasinin diizeyi
Premachandra vd. (1993)'e yaprak eni Olgiilerek yapragin enindeki yiizde azalma olarak
hesaplandi ve yaprak kivrilma derecesi (%) olarak ifade edildi.

Uygulamalar arasindaki kivrilma davranislarindaki varyasyonlart belirlemek igin,
yapraklarin ilk kivrilmaya basladiklar siire ile uygulama siiresinin sonundaki yaprak

kivrilma dereceleri (%) kaydedildi.

2.3.2. i¢gsel ABA Tayini

100 mg taze yaprak Ornegi 3 saat liyofilize edildi. Liyofilize o6rnekler, MilliQ
(Su/doku orani ratio 50:1, v/w) igerisinde 16 saat boyunca 4 °C’de ekstre edildi. Kantitatif
ABA analizleri Phytodetek ABA ELISA kiti ile gergeklestirildi. (£) cis-trans ABA (Sigma,
St. Louis), standart olarak kullanildi. Sonuglar gram kuru agirlik (KA) basina pmol olarak
ifade edildi.

2.3.3. Yaprak Su potansiyeli Ol¢iimii

Yaprak su potansiyelleri, Savage ve Cass'a (1984) gore su potansiyel sistem (Psypro
P2-132 Water Potential System) kullanilarak 6l¢tildii.
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2.3.4. Stoma Tletkenligi Ol¢iimii

Stoma iletkenligi, difiizyon porometresi vasitasi (AP4 Delta T) ile Cohen vd.
(1987)’e gore olgiildii.

2.3.5. Toplam Seker Tayini

Kuru yaprak o6rnegi (0.2 g), 5 ml % 70 etanol ile homojenize edildikten sonra,
homojenat 80 °C de 3 dk kaynatildi. Homojenat oda sicakligina kadar sogutuldu ve 10.000
g de 5 dk santrifiij edildi. Spektrofotometrik tayin i¢in 100 pl siipernatant tizerine 900 pl
saf su ilave edilerek seyreltildi. Bu karisimin tizerine 1 ml % 5 fenol ilave edildi ve
karistirict ile karistirildi. Ayni karisim iizerine 5 ml % 96 siilfiirik asit ilave edilerek tekrar
karistirildi. Karisimi igeren tiipler oda sicakligina kadar sogutuldu ve absorbanslart 490
nm’de ol¢tildii. Standart glukoz konsantrasyonu 20 pg/ml olarak hazirlandi ve yukaridaki
islemlerden gegirildikten sonra absorbansi 6l¢iildii (Dubois, 1956). Sonuglar 100 gram KA
basina mg olarak ifade edildi.

2.3.6. Prolin Tayini

Kurutulmus numunelerden (0,2 g) almarak 10 ml % 3’liik siilfosalisilik asit ile
homojenizasyonun ardindan filtre edildi. Siiziintii 22 °C’de 5.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Stpernatant kisimlarindan 1 ml alinarak {izerine 1 ml asetik asit ve 1 ml ninhidrin
konuldu. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Daha sonra
tiiplere konulan ornekler 1 saat 100 °C’de su banyosunda tutuldu ve reaksiyon buzda
sonlandirildi. Soguyan 6rneklerin lizerine 3 ml toluen eklenerek, vorteksle karistirildi. Agzi
kapakli tiiplere alinan ornekler 4.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pipetle
ist faz sarsilmadan kiivete alindi ve 520 nm’de spektrofotometrede okundu (Bates vd.,

1973). Sonuglar gram KA basina pg olarak ifade edildi.
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2.3.7. Poliamin Tayini

Poliamin igerigi Flores ve Galston (1982) metoduna gore Olgilildii. Taze yaprak
dokusu (5 g) 15 ml 0.4 M perklorik asit ile homojenize edildi. Homojenat, 4 °C de 3.000 g
de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatant toplandi, iizerine 0,4 M perklorik asit ilave edildi ve
santrifiijlendi. Siipernatantlar birlestirildi ve son hacim perklorik asit ile 25 ml’e
tamamlandi. Siipernatant Whatmann filtre kagidi ile siiziildii. Siipernatantin 1 ml’si iizerine
200 pl 1 M NaOH ve 300 pl sodyum hidrojen karbonat ilave edildi ve karigim 30 saniye
vorteksle karigtirildi. Bu karigimin iizerine 2 ml dansil klorit ilave edildi. Karisim 40 °C
sicakliginda 45 dk inkiibe edildi. Reaksiyon 100 pl % 25 amonyum hidroksit ile
durduruldu. Karisim 30 dk oda sicakliginda bekledikten sonra hacim asetonitril ile 5 ml’e
tamamlandi. Bu karisim 2500 g’ de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant 0.22 pm’lik
filtrelerden gegirildi ve HPLC’ye yiiklendi. Poliamin igerigi UV/VIS detektor ile okundu.
Coziicii miktarlart amonyum asetat: asetonitril (65:35 v/v), akis hiz1 0.70 ml dk™ ve 50 °C
biciminde olacak sekilde kullanildi. 20 pl ekstre, C18 (4.6 x 250 mm) kolonuna enjekte
edildi ve 254 nm dalga boyunda belirleme yapildi. Piklerin alanlar1 kaydedildi ve bir
bilgisayar yazilimi ile putresin spermin ve spermidin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Sonuglar gram KA basina pg olarak ifade edildi.

2.3.8. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonun bir iriinii olan malondialdehid
igerigine dayanarak Heath ve Packer (1968) metodunu takip edilerek olgiildii. Her bir
numuneden 0,5 gr alarak 10 ml % 0,1 trikloro asetik asit (TCA) icerisinde homojenize
edildi. Homojenat 15.000 g de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20
TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik asit ilave edildi. Karisim 95 °C’de 30 dk
1s1tild1 ve sonra hizli bir sekilde buz banyosunda sogutuldu. 10.000 g de 10 dk santrifiijden
sonra stipernatantin absorbansi 532 nm’de kaydedildi. 600 nm’de spesifik olmayan
absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug, formiilde (A = E.c.l)
yerine konularak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu hesaplandi. (A:As32-Asoo,
E:Absorbsiyon katsayisi, 155mmol™ ecm™, c:MDA konsantrasyonu)
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2.3.9. Hidrojen Peroksit (H,0,) I¢eriginin Belirlenmesi

Velikova vd. (2000) tarafindan gelistirilen metot kullanilarak gergeklestirildi. Bunun
icin TCA igerisinde aktif komiir ile ezilen yaprak numunelerinden elde edilen ekstre,
santrifiij edildikten sonra siipernatanttan 1 ml alinarak tizerine 10 mM potasyum fosfat
tamponu ve 1 M potasyum iyodiir (KI) ilave edildi. Daha sonra 390 nm’de absorbanslari

okundu. Sonuglar gram KA basina umol olarak ifade edildi.

2.3.10. istatistik Analizler

Uc tekerriirlii olarak gerceklestirilen ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
16.0) paket programi igerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi’ne gore

belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Distan Uygulanan Farkli ABA ve FLU Konsantrasyonlarinin Ozmotik Stres
Altinda Yaprak Kivrilma Derecesi Uzerine Etkisi

Kurakliga maruz birakilan misir fidelerine uygulanan farklit ABA konsantrasyonlarin
12 saat sonunda fidelerdeki yaprak kivrilma derecesindeki degisimler kaydedilerek,
degerlendirildi. Uygulama yapilan ABA konsantrasyonlar1 ( 10, 50, 100, 200, 250 uM)
icinde 250 pM ABA'min PEG grubuna gore yaprak kivrilma deresini azalttigr bulundu.
Bitkide kuraklik stresinin etkisini gérmek i¢in MDA igerigine bakildi ve kivrilmayi
geciktiren uygun ABA konsantrasyonunun MDA igerigi acisindan da iyilestirici etkisi
oldugu belirlenmis oldu (Tablo 1). Bundan sonraki c¢alismalarda 250 uM ABA

kullanilmustir.

Tablo 1. Distan uygulanan farklit ABA konsantrasyonlariin ozmotik stres altinda yaprak
kivrilma derecesi (%) ve MDA igerigi lizerine etkisi

Muameleler Krvrilma Derecesi (%) MDA icerigi (nmol g™* (TA))
%3 PEG 54+4 9,28+0,08
10 uM ABA+PEG 43,56+2,7 8,79+0,2
50 uM ABA+PEG 21,11+1,6 7,86+0,3
100 uM ABA+PEG 23,80+2 8,08+0,2
200 uM ABA+PEG 27,42+2.5 7,8+0,1
250 ptM ABA+PEG 16,646 5,65+0,1

Tez calismasinda kullanilan FLU'nun 12 saat sonunda kuraklik stresi altinda yaprak
kivrilma derecelerine bakildiginda 30 uM'in diger konsantrasyonlara (10, 20, 40 uM) gore
yaprak kivrilma derecesini daha fazla artirdigi gozlendi. Bdylece bundan sonraki

calismalarimizda 30 uM FLU kullanilmstir.
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Tablo 2. Distan uygulanan farkli FLU konsantrasyonlarmin ozmotik stres altinda
yaprak kivrilma derecesi (%) lizerine etkisi

Muameleler Kivrilma Derecesi (%)
%3 PEG 54+4
10 uM FLU+PEG 39,96+3
20 uM FLU+PEG 64,68+2
30 uM FLU+PEG 77,28+2
40 uM FLU+PEG 52,3643

3.2. Etkin ABA ve FLU Muamelelerinin Ozmotik Stres Ortaminda Yaprak
Kivrilma Derecesi ve Siiresi Uzerine EtKkisi

ABA ve FLU muamelelerinin yaprak kivrilma derecesi ve siiresi lizerine etkisi Tablo
3'de sunuldu. Stressiz kosullarda, ABA ve FLU uygulamalarmin yaprak kivrilmasina
neden olmadigi gozlendi. Ozmotik stres ile birlikte ABA uygulamasinin (ABA+PEG),
PEG grubuna gore ol¢iilebilir yaprak kivrilmasini daha ge¢ baslattigi ve kivrilmanin daha
az oldugu belirlendi. Ozmotik stres ile birlikte FLU uygulamas1 (FLU+PEG) ise PEG
grubu bitkilere gore yaprak kivrilmasini daha erken baslattigi ve kivrilmanin daha fazla

oldugu gozlendi.

Tablo 3. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda yaprak kivrilma derecesi
ve siiresi tizerine etkisi

Muameleler Olgiilebilir kivrilma i¢in gegen siire (dakika) | Kivrilma derecesi (%) (12. saat)
KONTROL (Saf Su) -* 0
%3 PEG 120+15 5444
250 uM ABA . 0
250 uM ABA +PEG 200+7 16+6
30 uM FLU -* 0
30 uM FLU +PEG 68+12 77+2

* Olgiilebilir krvrilma yok +: standart sapma
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3.3. ABA icerigi

Stresli ve stressiz kosullarda distan ABA uygulamasinin i¢sel ABA igerigini énemli
seviyede artirdig1 belirlendi. Stresli veya stressiz kosullarda distan FLU uygulamasinin

ABA igerigini onemli seviyede azalttig1 belirlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda ABA igerigi
izerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayn1 harfle
gosterilen stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

3.4. Su Potansiyeli

Stresli ve stressiz kosullarda ABA muamelesinin su potansiyelini iyilestirdigi
saptandi.

Stresli ve stressiz kosullarda FLU uygulamasiin ise su potansiyelini iyilestirici
yonde bir etki gostermedigi belirlendi (Sekil 7).

Elde edilen verilerin bitkilerin su durumunun bir gostergesi olan yaprak kivrilma
derecesi (%) ile uygunluk icerisinde oldugu goriildii. PEG grubu ile karsilastirildiginda,
ABA+PEG grubu bitkilerde su potansiyelinde iyilesme gozlendiginden, yaprak
kivrilmasiin da azaldigi gozlendi.

Stressiz kosullarda FLU uygulamasinin, kontrole gore su potansiyelini azalttigi PEG

ile birlikte uygulanan FLU'nun su potansiyelini PEG grubuna goére daha fazla azalttigi
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gozlendi. PEG grubu ile karsilagtirildiginda, FLU+PEG grubu bitkilerde su potansiyeli
daha fazla azaldigindan, yaprak kivrilma derecesinin de daha fazla oldugu ve kivrilmanin

daha erken bagladig1 gézlendi.
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Sekil 7. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda yaprak su
potansiyeli iizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4).
Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
Oonemsizdir.)

3.5. Stoma Iletkenligi

Ozmotik stres kosullarinda stomatal iletkenligin kontrole gore azaldigi belirlendi.
Benzer sekilde, stresli ve stressiz kosullarda ABA uygulamasinin stomatal iletkenligi
kontrollerine gore azalttigi goriildii. Stressiz kosularda FLU muamelesinin ise kontrole
gore stoma iletkenligini artirdigi saptandi. FLU+PEG grubunda da PEG grubuna gore
stoma iletkenligin arttig1 gézlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda stoma iletkenligi
izerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.6. Toplam Coziinebilir Seker Miktari
Distan ABA uygulamasinin stresli ve stressiz kosullarda toplam ¢oziinebilir seker

icerigini artirdigi belirlendi. FLU uygulamasinin ise toplam ¢oziinebilir seker icerigini

stresli ve stressiz kosullarda 6nemli seviyede azalttigi belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda toplam ¢6ziilebilir
seker miktar1 lizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir
(n=4). Aymi harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05)
seviyesinde dnemsizdir.)
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3.7. Prolin Miktari

Stressiz kosullarda ABA uygulamasi kontrole gore prolin igerigini artirirken stres
kosullarinda uygulanan ABA’nin PEG grubuna gore prolin igerigini diisiirdiigii gézlendi.
Prolin miktarinin, FLU muamelesiyle kontrole gore istatistiki olarak onemli seviyede
azaldig1 goriildii. Benzer sekilde, FLU+PEG uygulanan bitkilerde prolin igeriginin PEG
uygulanan bitkilere gore azaldigi bulundu (Sekil 10).
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Sekil 10. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda prolin miktart
tizerine etkisi (Barlar standart sapmayi1 gostermektedir (n=4). Ayni
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
Oonemsizdir.)

3.8. Poliamin I¢erigi

Stresli ve stressiz kosullar altinda putrescin igeriginin, spermidin ve spermin
icerigine gore daha fazla oldugu belirlendi. ABA uygulamasinin stresli ve stressiz
kosullarda putrescin, spermidin ve spermin igerigini artirdifi belirlendi. Diger yandan
gerek stresli gerekse de stressiz kosullarda FLU uygulamasinin putrescin, spermidin ve

spermin igerigini azalttig1 belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda poliamin igerigi iizerine
etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayni harfle gosterilen
situnlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.9. Lipid Peroksidasyonu
ABA uygulamasinin ozmotik stres kosullarinda membran hasarini1 azaltarak

iyilestirici yonde etki ettigi tespit edildi. Ozmotik stres kosullarinda FLU uygulamasinda
ise membran hasarini PEG grubuna kiyasla daha fazla uyarildig: saptandi (Sekil 12).
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Sekil 12. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda lipid
peroksidasyonu iizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir
(n=4). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05)
seviyesinde dnemsizdir.)

3.10. H,0, i¢erigi

Elde edilen verilere gore, igsel hidrojen peroksit igeriginin stresli ve stressiz
kosullarda ABA uygulamasiyla azaldigi gozlendi. Diger yandan, igsel hidrojen peroksit
iceriginin FLU uygulamasiyla kontrole gore arttigr bulundu. Benzer sekilde FLU+PEG
uygulamasinin PEG grubu bitkilere gore igsel H,O; igerigini artirdigi belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. ABA ve FLU muamelelerinin ozmotik stres ortaminda igsel hidrojen peroksit
igerigi lizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)



4. TARTISMA

Ozmotik stres altindaki musir fidelerinde absisik asitin yaprak kivrilmasi iizerine
etkisinin arastiritlmasi adli bu tezde kuraklik stresi altinda yaprak kivrilma derecesini (%)
azaltan ABA konsantrasyonu ve ABA biyosentezini inhibe eden fluridon konsantrasyonu
belirlenerek, su potansiyeli ve stoma iletkenligindeki degisimlerle, MDA, H,O,, ABA ve
ozmolit i¢erigindeki degisimler belirlenmistir.

Cesitli stres faktorleri altindaki bitkilerde yaprak kivrilma derecesi (%) Olgiilerek bu
stres faktorlerinin kivrilma tizerindeki etkisi belirlenmistir (O" Toole vd., 1979; Clarke,
1986; Fernandez ve Castrillo, 1999). Daha o6nceki caligmalarda ornegin Turgut ve
Kadioglu'nun (1998) yaptigi bir ¢alismada kuraklik stresine maruz kalan C.setosa 'nin
yapraklarmi kivirdigi ve kuraklik siiresi arttikca kivrilma derecesinin (%) de arttigi
bildirilmistir. Yaprak kivrilmasina baktigimiz kurakliga maruz kalmig misir fidelerinde
yaprak kivrilmasi saptanmistir ve distan ABA uygulamasiyla kivrilma siiresinin uzadigi ve
kivrilma derecesin azaldigr bulunmustur. Literatiirde distan uygulanan ABA ile yaprak
kivrilmas1 arasinda yapilan bir caligmaya rastlanilmamasina ragmen, bitkilere distan
uygulanan bazi maddelerin arastirmamizdaki bulgulara benzer etkiler gosterdigi rapor
edilmistir. Ornegin brassinolidlerin yaprak kivrilmasmi geciktirdigi kaydedilmistir (Cutler
vd., 1991). Ayrica distan salisilik asit uygulamasinin uzun donemdeki kuraklik stresini
hafiflettigi ve antioksidan sistemi tesvik ederek yaprak kivrilmasmi geciktirdigi rapor
edilmistir (Kadioglu vd., 2011). Benzer bir diger calismada da, Saruhan vd. (2012) misir
genotiplerinde salisilik asit 6n muamelesinin kuraklik toleransini tetikledigini ve
antioksidan sistemi uyararak yaprak kivrilmasini geciktirdigini bulmustur. Ayrica, yapilan
bir bagka calismada kullanilan Batem 56-55 (kurakliga toleransli)) ve Batem 51-52
(kurakliga duyarli) adli misir gesitlerinin, kuraklik kosullarinda yaprak kivrilmasi cevaplari
karsilagtiritlmistir. Kurakliga tolerasli olan Batem 56-55 yapraklari, Batem 51-52'den iki
giin sonra kivrilmistir (Saglam vd., 2014). Bu calismada, distan uygulanan ABA' nin hem
stresli hem de stressiz ortamda icsel ABA igeriginin belirgin bir sekilde arttig1
bulunmustur. PospiSilova vd. (2005) de su stresi altinda ABA 6n muamelesi ile misir
fidelerinde igsel ABA seviyesinde artis oldugunu rapor etmislerdir; toleranslhi bugday
kiiltivarlarinin da yiiksek ABA igerigine sahip oldugu bulunmustur (Nayyar ve Walia,
2004). Arpa (Popova, 1998), marul (Yoshioka vd., 1998), Cotinus coggygria fideleri (Li
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vd., 2011) bugday kiiltivarlar1 (Bano vd., 2012) ve karaaga¢ (Dias vd., 2014) ile yapilan
caligmalarda da kuraklik stresi altinda igsel ABA seviyesinin arttig1 bulunmustur.
Yapraklarda ABA igeriginin su stresi ile birlikte arttigi, tekrar sulama sonucunda ABA
artisinin durdugu ve stres oncesi seviyeye geri dondiigii kaydedilmistir (Zeevaart, 1980;
Bray, 1988). Distan uygulanan ABA’nin ise ¢esitli ¢evresel streslere karsi bitkinin uyumla
ilgili cevaplarin artirdig belirlenmistir (Bartels vd., 1990).

Calismamizda FLU kullanarak misir fidelerinin kurakliga toleransini iyilestirmesinde
ABA' nin fizyolojik rolii anlasilmistir. ABA biyosentez inhibitorii olan FLU, fiton
desaturazin (terpenoid yolunun primer reaksiyonunun katalizlenmesinde gerekli enzim
olup, ABA biyosentezinde yaygin metabolik yon verici) aktivasyonunu inhibe eder (Jiang
ve Zhang, 2004; Perales vd., 2005). FLU'nun i¢sel ABA igerigini azalttigi bulunarak,
denemelerimizde negatif kontrol olarak kullanilmistir.

ABA'nin kivrilmay1 geciktirmede su durumunu ve ozmolit igerigindeki degisimlerle
iligkili olabilecegi diisiiniilerek, yaprak su potansiyeli, stoma iletkenligi ve ozmolit (toplam
seker, prolin, poliamin) igerigi gibi parametrelere bakilmistir. Su stresinden etkilenen ve
bitkinin su durumunu gosteren 6nemli bir parametre yaprak su potansiyelidir (V). Yaprak
su potansiyelinin kuraklik stresi i¢in iyi bir indikatdr oldugu bilinmektedir (Shaw vd.,
2002). Yapilan ¢aligmada, yaprak su potansiyelinin ozmotik stres kosullarinda azaldig1 ve
buna paralel olarak yaprak kivrilmasinin arttig1 gozlenmistir. Stresli ve stressiz kosullarda
distan ABA uygulamasinin, yaprak su potansiyelini artirdigi bulunmustur. Benzer sekilde
kuraklik stresi altindaki ¢eltik kiiltivarlarinda yapilan bir ¢alismada yaprak su
potansiyelinin -0.5 MPa’dan -2 MPa’a kadar diistiigii rapor edilmistir (Sharma ve Dubey,
2005). Yine bugdayda yapilan bir ¢alismada kuraklik stresinin yaprak su potansiyelini
kontrol bitkilerinde -0.63 MPa’dan -2 MPa’a diistiigii kaydedilmistir (Siddique vd., 2000).

Stoma iletkenligi de kuraklik stresi i¢in iyi bir indikatdrdiir. Bilindigi gibi ABA su
stresinde fazla iiretilir (Wilkinson, 2002) ve ozmotik diizenlenme, iyon tasinimi ve stoma
kapanmas ile iliskilidir (Liang, 1997; Kim, 2010). Calismamizda kuraklik stresi altinda
distan uygulanan ABA'nin su durumunu korumak i¢in stomalar1 kapattigi bulunmustur.
Mevcut ¢alismaya benzer olarak Cotinus coggygria fideleri (Li vd., 2011) ve karaagacta
Dias (2014) yapilan ¢aligmalarda, kuraklik stresi altinda stomalarin kapanmasiyla stomatal
iletkenligin azaldigi ancak ABA wuygulamasi ile gs degerlerinin daha da azaldig

bulunmustur.
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ABA stres proteinleri, prolin, seker alkolleri, ¢6ziilebilir karbohidrat ve glisin betain
sentezindeki degisimleri uyarabilmektedir (Bagniewska Zadworna vd., 2007). Karbohidrat
metabolizmasi kuraklik stresiyle giiclii bir sekilde etkilenir. Su stresine maruz birakilan
bitkiler, seker ve polioller ve rafinoz ailesi oligasakkaritler gibi seker tiirevlerini
biriktirirler (Valliyodan ve Nguyen, 2006; Toldi vd., 2009). Bu ozmolitlerin birikmesi
hiicredeki su dengesinin devamliligini saglayarak bitkilerin dehidrasyona toleransina
yardim ederler (Choluj vd., 2008; Costa vd., 2008). Bu calismada da oldugu gibi kuraklik
disinda ABA'nin da seker birikimini tetikledigi bulunmustur. Benzer bir calismayla
Pattanagul (2011), kuraklik stresi altinda ABA uygulamasinin piring fidelerinde seker
birikimini tetikledigi bulmustur.

Stres tetikli seker birikimi bircok tiirde rapor edilmis ve kuraklik toleransinda énemli
rol oynadigina inanilmaktadir. Soya fasiilyesinde (Adejare ve Umebese, 2008; Lobato vd.,
2008) su eksikligi altinda toplam ¢oziilebilir karbohidrat, sukroz, kahve (Coffea canephora
Pierre var. kouillou) yapraklarinda (Praxedes vd., 2006) kurakliga cevap olarak hekzos ve
sukrozda artis meydana geldigi tespit edilmistir. Seker birikimi, iyonlarin destabilizesinin
zararl etkilerine kars1 membran ve enzimleri korumanin yani sira ozmotik dengeyi devam
ettirmede yardimci olabilmektedir (Farooq vd., 2009a). Dahas1 distan ABA uygulamasiyla
bile seker birikimi tetiklenir (Pattanagul, 2011).

Prolin birikimi hem ABA-bagimli hem de ABA-bagimsiz sinyal yoluna aracilik
ettigi gériinmektedir (Hare vd., 1999). Mevcut ¢alismamizda kuraklik stresi altinda, distan
ABA uygulamasiyla yapraklardaki prolin igerigine bakilmistir ve ABA uygulamasinin
ABA uygulanmayan grupla karsilastirildiginda prolin igeriginde azalis oldugu tespit
edilmistir. Calismamizdan farkli olarak ABA' nin, strese sokulmus bitkilerde prolin
tiretimini saglamaktan sorumlu oldugu 6ne siiriilmistir (Makela vd., 2003) ve prolin
tiretimine distan ABA uygulamasmin etkisi incelenmistir. ABA, Brassica rapa yaprak
disklerindeki osmo-tetikli prolin birikimiyle dogrudan iliskili oldugu (Trotel Aziz vd.,
2003) ve su eksikliginde ABA'min prolin sentezine aracilik ettigine (Costa vd., 2011)
literatlirde rastlanmistir. Bunun aksine, McDonnell vd. (1983), distan ABA uygulamasiyla
Spinacia veya Pennisetum fidelerinde prolin birikimine higbir etki olmadig1 bildirilmistir.,

Yapilan ¢aligmada, putresin, spermidin ve spermin gibi yaygin poliamin igeriklerinin
de stres kosullarinda ve ABA+PEG muamelesi yapilan bitkilerde arttigi belirlenmistir.
Ayn1 zamanda FLU uygulamasiyla azaldigi da bulunmustur. Literatiirde rastlanan bir

calismada, Shevyakova'nin (2013) tuz stresi altinda (100 uM NaCl) fasulye fidelerinin
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yapraklarinda yaptig1 calismada, ABA uygulamasiyla putresinin, spermidin, spermin
iceriginin arttig1 bulunmustur.

Kuraklik stresi altindaki bitkilerin stres durumunu anlamak i¢in, MDA ve H,0,
igerigindeki degisimlere bakildi. Malondialdehit (MDA) miktar1 membran lipid
peroksidasyonu derecesinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Masia, 2003). Mevcut
tez calismasinda, kuraklik stresi altinda ABA wuygulamasi yapilan fidelerdeki lipid
peroksidasyonunun kuraklifa gore azaldigi belirlenmistir. Benzer sekilde litaretiirde
yapilan bazi ¢alismalarda, kuraklik stresi altinda musir hibritlerinde (De Souza vd., 2014),
cay bitkisinde (Zhou, 2014) oksidatif stresin bir gostergesi olarak MDA seviyesinde
onemli bir artisin oldugu, ABA uygulamasiyla membran lipid peroksidasyonun azaldigi
bulunmustur. Dias vd. (2014)' in karaagagta yapilan bir ¢alismada, kuraklik stresinin
oksidatif stresi tetikledigi ancak ABA 6n muamelesi ile antioksidan sistemi uyarilarak
oksidatif membran hasarinin engellendigi ve kuraklik toleransinin arttig1 ileri siiriilmistiir.
ABA 6n muamelesinin ROT' lar1 temizlediginden dolayr membran hasarini engelledigi,
H,0, deki diisiisiin de bunun bir gostergesi oldugu kaydedilmistir (Alscher vd., 2002).
Literatiir bilgilerine dayanilarak, bitkilerde ozmotik stress kosullarinda iyilestirici etki
yapabilen ABA konsantrasyonunun yaprak kivrilmasinin goézlenmesiyle ve lipid
peroksidasyonu iyilestirici etkisinin bulunmasiyla belirlenebilecegini sdyleyebiliriz.
FLU'nun lipid kompozisyonunu etkiledigi de kaydedilmistir (Lem vd., 1981). Bu
calismada FLU uygulamasiyla MDA igeriginin arttigi bulunmustur. Elde edilen bulgulara
benzer olarak, Popova (1998), arpa bitkisine uyguladigi FLU'nun kuraklikta daha g¢ok
MDA igerigini artirdiini rapor etmistir. Ayrica soguk stresi altinda celtik kiiltivarlarinda
yapilan bir ¢caligmada, soguk stresinin MDA igerigini artirdigi, ABA uygulamasiyla zararin
azaltildigi ve FLU uygulamasiyla MDA igeriginin tekrar yiikseldigi goézlemlenmistir
(Wang vd., 2013).

Cesitli abiyotik stresler, bitkilerde protein, lipid, DNA hasarina sebebiyet veren
ROT'larin agir1 tiretimine neden olur (Gill ve Tuteja, 2010). Bu ¢alismada kuraklik stresi
altinda ABA uygulamasinin ROT' lar1 temizlemesine 6rnek olarak igsel HyO, igerigini
azalttigr bulunmustur. Buna benzer bir bagka calisma olarak, Zea mays De Souza vd.
(2014) ve karaagagta Dias (2014) yapilan calismalarda su stresi altinda artan H,0; i
azaltmak icin distan ABA kullanilmistir. Soguk stresi altinda yapilan bir baska calismada
ise celtik kiiltivarlarinda, soguk stresi altinda da H»O; igeriginin arttifi, ABA

uygulamasiyla bu igerigin azaldig1 ve FLU uygulamasiyla H,O; igeriginin kuraklik stresine
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gore arttigi (Wang vd., 2013) literatiirde tespit edilmistir. Diger taraftan, Arabidopsis'te
bekei hiicrelerine ABA uygulamasiin stoma kapanmasina sebep olan bir HyO, artisini
tetikledigi gosterilmistir (Desikan, 2004).

Yapilan bir diger ¢alismada farkli olarak, potasyum eksikligi altinda ABA biyosentez
inhibitorii olarak tungstat (Tu) kullanarak ABA igeriginde ve HyO, igeriginde azalis
oldugu, ABA uygulamastyla H,O; i¢eriginin arttig1 bulunmustur (Liu vd., 2012). ABA' nin
ayrica Vicia faba' nin (Zhang vd., 2001) bekg¢i hiicrelerinde ve su stresine maruz kalmis
misir fidelerinde (Jiang ve Zhang, 2002b) H,O; iiretimini tetiklemede etkili oldugu
gosterilmistir. Furlan vd. (2012) de Liu vd. (2012) gibi fistik (Arachis hypogaea) iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmalarda benzer sonuglar1 kaydetmislerdir. Bu nedenle ABA uygulamasinin
stres hasarlarin1 iyilestirici etkisinin konsantrasyon bagimli oldugunu sdylemek
miimkiindiir.

Kurak kosullar altinda ¢esitli konsantrasyonlarda distan ABA uygulamalar1 sonrasi
yaprak kivrilma dereceleri Olgiilerek, stres olusturmayan, ayni zamanda yaprak kivrilma
derecesini azaltan ve yaprak kivrilma zamanimi geciktiren ABA konsantrasyonu
belirlenmistir. Bununla beraber i¢sel ABA igerigi Olgiilerek, distan ABA uygulamasinin
ABA igerigini arttirdigi bulunmustur. Bunun yani sira ¢alismamizda ABA biyosentez
inhibitorii olarak kullanilan FLU uygulamasinin igsel ABA igeriginin azalttig1 belirlenerek,
ABA i¢in negatif bir kontrol olduguna karar verilmistir. ABA'nin yaprak kivrilmasini nasil
geciktirdigi sorusu iizerine stoma iletkenligi, yaprak su potansiyeli ve igsel ozmolit
degisimleri belirlenmistir. Bunun sonucunda distan uygulanan ABA'nin stoma iletkenligini
azaltarak ve yaprak su potansiyelini artirarak su durumunu korudugu, toplam seker icerigi
ve poliamin icerigini artirarak yaprak kivrilmasini geciktirdigi diistintilmektedir. Bu siirecte
bitkinin stres durumunu anlamak i¢in lipid peroksidasyonuna ve H,0O; igerigi
belirlenmigtir. Kuraklik kosullar altinda distan ABA uygulamasinin MDA igerigini ve
H,0, azalttig1 tespit edilerek, yaprak kivrilmasini geciktiren ABA konsantrasyonun
tyilestirici bir etkisi oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak ABA'nin su durumunu koruyarak,
ozmolitlerin ve H;O2'nin karistig1 sinyal yolunu etkileyerek yaprak kivrilmasini kontrol
ettigi diislinilmektedir. Distan ABA ve FLU uygulamasimin yaprak kivrilmasi {izerine
yapilan bir ¢alismanin literatiirde bulunmamis oldugundan bu tez ¢alismasinin literatiirdeki

bu boslugu doldurmasi acisindan degerli oldugu diisiiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Yapilan ¢aligma sonucunda;

1.

Misir fidelerine distan uygulanan ABA'nin 12 saat boyunca etkilerine bakilarak
kivrilmay1 geciktiren ve kivrilma derecesini azaltan ABA konsantrasyonun 250
uM oldugu, ABA biyosentez inhibitorii fluridonun ise en kisa zamanda daha
fazla kivrilmaya neden olan etkin konsantrasyonun 30 uM oldugu bulunmustur.
Yapraklardaki i¢sel ABA seviyesinin stresli ve stressiz kosullarda ABA
uygulamalariyla artigi, FLU uygulamasiyla ise ciddi sekilde azaldigi
gozlenmistir.

Ozmotik stres kosullarinda distan uygulanan 250 uM ABA konsantrasyonunun
su potansiyelini iyilestirdigi, 30 uM FLU uygulamasinin ise su potansiyelini
azalttig1 bulunmustur.

Stres altinda ABA wuygulamasinin stoma iletkenligini azalttigi, FLU
uygulamasinin ise ABA'y1 inhibe ederek stoma iletkenligi artirdig1 belirlenmistir
Ozmotik stres kosullarinda, ABA wuygulamasiyla prolin iceriginde azalis
gozlenirken, toplam seker ve poliamin igeriginde artis gézlenmistir fakat ozmotik
stres altinda FLU uygulamasi, FLU uygulanmayan grupla karsilastirildiginda,
prolin, toplam seker ve poliamin iceriginde azalis tespit edilmistir

Ozmotik stres sirasinda bitkilerde malondialdehit (MDA) igeriginde &nemli
derecede artisin oldugu belirlenmistir. Bu artisin distan ABA uygulamasi ile
azaldig fakat FLU uygulamasiyla arttig1 bulunmustur.

Stres sirasinda yapraktaki igsel H,O, igeriginde artis oldugu gozlenmistir. Bu
artisin ABA uygulamasi ile azaldigi FLU uygulamasiyla arttig1 belirlenmistir.



6. ONERILER

Bitkilerin kuraklik stresi altinda hayatlarini siirdiirebilmek icin gelistirdikleri sakinma
mekanizmalarindan biri yapraklarin rulo seklinde kivrilmasidir. Bu mekanizmalara sahip olan
sanshi bitkiler uzun bir siire canliliklarin1 devam ettirebilir ve kurakliktan en az hasarla
cikabilirler. Ozellikle diinyada genis olarak tarimi yapilan ve bu mekanizmaya sahip geltik,
misir, bugday gibi bitkiler i¢in bu ¢aligmalar biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu sebeple kivrilma mekanizmasmin biitiin yonleri ile bilinmesi gerekir. Yapilan
caligma ile kuraklik stresine maruz kalan misir fidelerinin digtan ABA uygulamasiyla kuraklik
stresi etkilerini yaprak kivrilmasini geciktirerek Onemli derecede azalttigi belirlenmistir.
Ekonomik olarak 6nemli ve yaprak kivrilma mekanizmasina sahip misir bitkisinde kivrilma
mekanizmasin1 aydinlatmaya yonelik olan bu g¢alismadan elde edilen bilgiler, benzer
mekanizmalara sahip bitkiler i¢in kullanilabilir olmasindan dolayi, mevcut caligmanin
uygulanabilir 6zelligi bulunmaktadir. Diger taraftan elde ettigimiz bulgular 1s181inda, kuraklik
kosullar1 altinda ABA'nin uyardigi sinyal yollarinin aydinlatilmasi kivrilma mekanizmanin
nasil kontrol edildiginin anlagilmasina katki saglayacaktir.

Bundan sonraki siiregte ozmotik stres altinda ABA uygulamasiyla, antioksidan
sistemdeki enzimlere ve bu enzimlerin gen ifadeleriyle iliskilerine bakilmasi, ABA
sentezinden sorumlu absisik aldehit oksidaz enzimin gen ifadesine, prolin metabolizmasinda
rol oynayan A!-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) ve prolin dehidrogenaz enzimlerinin gen
ifadelerine, poliamin metabolik enzimlerinden arginin dekarboksilaz, S-adenozil metionin
dekarboksilaz ve poliamin oksidaz enzimlerinin gen ifadelerine ve ayrica sukroz sentaz

enziminin gen ifadesine bakilmasi 6nerilmektedir.
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