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OZMOTIK STRESE MARUZ BIRAKILAN MISIR FIDELERINDE DISTAN
SAKKAROZ UYGULAMASININ YAPRAK KIVRILMASI UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Cansu HACISALIHOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Rabiye TERZI
2015, 63 Sayfa

Bu c¢alisma ozmotik strese maruz birakilan musir fidelerinde (Akpinar) sakkaroz
uygulamasinin yaprak kivrilmasi iizerine etkisini aydinlatmak amaciyla tasarlandi.
Kuraklik stresi altindaki fidelere distan sakkaroz muamelesi (0,1 mM) ile yaprak kivrilma
derecesi, su potansiyeli, prolin, poliamin ve toplam c¢oziinebilir seker igerigi, Stoma
iletkenligi (gs), absisik asit (ABA) igerigi, hidrojen peroksit (H,O;) ve lipid
peroksidasyonu degisimleri belirlendi. Yapilan Ol¢iim ve analizler sonucunda, stres
kosullarinda, distan uygulanan sakkarozun bitki su durumunu ve membran hasarini (MDA)
tyilestirdigi, i¢csel HoO, miktarini azalttigi, ABA igerigi, stoma iletkenligi ve ozmolitlerin
(prolin, poliamin ve ¢dziinebilir seker) i¢sel degerlerini arttigi belirlendi. Ote yandan,
inhibitdr uygulamasinin su potansiyeli, stoma iletkenligi, ABA igerigini ve ozmolit
seviyelerini azalttigi, H,O, igerigini artirdigi goriildi. Elde edilen bulgulara gore, kuraklik
stresi altinda distan uygulanan 0,1mM sakkarozun yaprak su durumunu koruyarak ozmolit
birikimini uyardigi, ABA igerigini arttirdigi, igsel HO, seviyesini ve lipid

peroksidasyonunu azaltarak yaprak kivrilmasin geciktirdigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik stresi, Misir, Sakkaroz, Sakkaroz sentez inhibitorii (DTT) ,
Ozmolit.
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Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF EXOGENOUS SUCROSE APPLICATION EFFECT ON LEAF
ROLING EXPOSED TO OSMOTIC STRESS IN MAIZE SEEDLINGS

Cansu HACISALIHOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate of Natural and Appled Sciences
Biology Graduate Program _
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rabiye TERZI
2015, 63 Pages

This thesis was designed to clarify the effect on leaf roling application of sucrose in maize
seedlings (Akpinar). Degree of leaf roling, water potential, proline, polyamine and total
soluble sugar content, stomatal conductance (gs), abscisic acid (ABA), hydrogen peroxide
(H20,) and lipid peroxidation changes were determined with exogenous sucrose treatment
(0,1 mM) to seedling under drought treatment. After all performed measurements and
analysis of results, it has been determined that the exogenous sucrose treatment improved
the plant water condition and membrane damage (MDA), to reduce the amount of
endogenous H,0, increase the ABA content, stomatal conductance and intrinsic value of
osmolytes (proline, polyamine and soluble sugars). On the other hand, while the inhibitory
application reduced the water potential, stomatal value, the ABA contents and the osmolyte
level, it increased the H,O, content. As a consequence of these results, we can say that
under drought stress is applied externally to 0,1 mM sucrose preserving the leaf water
status stimulate the osmolyte accumulation, increase the ABA content, and delay leaf curl

degree by reducing the endogenous levels of H,O, and lipid peroxidation.

Key Words: Drought stress, Maize, Sucrose, Osmolyte, Sucrose synthase inhibitor (DTT).
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler, ¢esitli abiyotik (yiiksek tuz ve kuraklik) ve biyotik (patojen enfeksiyonu)
stresler tarafindan siirekli tehdit altindadir (Li vd., 2014). Diinyada bitki tiretimi ve ekili
alanlarin biiylik bir kism1 kuraklik, sicak, soguk, donma ve toprak tuzlulugunu igeren
abiyotik streslerden dolay1 kisitlanmaktadir (Shahbaz ve Ashraf, 2013). Biitiin bu streslerle
birlikte gida ve biyomas tiretimi ciddi bir sekilde smirlanabilir. Degisen diinyamizda,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde artan gida talebini karsilamak i¢in kurak ve tuzlu
topraklarda tarim sistemlerini genisletmek 6nemlidir (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki,
1999; Huang vd., 2012; Koyoro vd., 2012; Krasensky ve Jonak, 2012).

Abiyotik stresler arasinda kuraklik stresi, 6zellikle besin alinimi ve fotosentez gibi
bitkideki metabolik siiregler {izerine zararli etkilere neden olan, ekin iiretimini sinirlayan
onemli bir faktordiir (Pinheiro ve Chaves, 2011). Kuraklik, 6zelllikle ekinlerin {ireme
doneminde dane veriminde Onemli verim azalmasina neden olan cevresel streslerden
biridir. Orta ve asir1 kuraklik stresi kosullarinda bile hasat olmadan dane veriminde
yaklasik %30-40 diisiis oldugu belgelenmistir (Fu vd., 2011).

Bitkilerin abiyotik ve biyotik streslerde hayatlarini devam ettirebilmek igin
gelistirdikleri sakinma mekanizmalarindan birisi yapraklarin rulo seklindeki kivrilma
cevabidir (Bidwell, 1974; Kadioglu ve Terzi, 2007). Bu mekanizmaya sahip olan bitkiler
uzun siire canliliklarint devam ettirebilir ve kurakliktan en az hasarla ¢ikabilirler
(Heckathorn ve Delucia, 1991). Yaprak kivrilma mekanizmasina sahip olan geltik, bugday
gibi ekonomik 6neme sahip bitkilerin de i¢inde bulundugu bir ¢ok bitkide baz1 ¢aligsmalar
yapilmig ve yaprak kivrilmasi ile strese tolerans arasindaki iliski aragtirilmistir (Jones,
1979; Heckathorn ve Delucia, 1991; Ekanayake vd., 1993).

Kuraklik stresi kosullarinda yaprak kivrilmasi gibi morfolojik degisimlerin yani sira
baz1 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 olusan organik maddelerin

birikimi ile karakterize edilen ozmotik ayarlama gibi (Ezzine ve Ghorbel, 2006)



biyokimyasal olaylar gerceklesmektedir.Yukarida belirtilen olaylar hiicresel seviyede
sinyal iletimi harekete gecirilerek gerceklestirilen stres cevaplaridir. Sinyalle ilgili
cevaplar stres-cevap genlerinin kontroliinii yapan transkripsiyon faktorleri ve bitki
bliylime hormonlari, seker, poliamin ve prolin gibi diizenleyici molekiillerle saglanir
(Kavi Kishor vd., 2005; Liu vd., 2007).

Kuraklik, yiiksek tuz gibi ozmotik stres sartlari altinda, stresten sorumlu ¢ok sayida
gen ekspresyonu uyarilir ve bitki stres sinyalinde anahtar hormon olan ABA biriktirilir
(Bartels ve Sunkar, 2005; Finkelstein, 2013). ABA bitkilerde bir¢ok stres iliskili genin
ekspresyonunu ve metabolik degisimleri uyarir (Chen vd., 2005). Su eksikligine maruz
kalan bitkilerde stres ilk olarak kokler tarafindan hissedilir ve burada iiretilen ABA,
bitkilerin su kaybini 6nlemek icin yapraklara taginarak stomalarin kapanmasini diizenler
(Sauter vd., 2001; Xiong vd., 2002). Bunlarin disinda, ABA antioksidan sistemi uyararak,
cesitli ozmoprotektan molekiillerin birikimine neden olarak reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklastirilmasina yardimer olur (Lu vd., 2009; Ozfidan vd., 2013).

Bitkilerin ¢esitli stres kosullarinda ozmolit olarak ¢oziinebilir seker ile poliamin,
prolin ve glisin betain gibi aminleri biriktirdikleri de bildirilmistir (Seki vd., 2007).
Coziinebilir sekerlerden Ozelikle sakkaroz, glukoz ve fruktoz bitki yap1 ve
metabolizmasinda hiicresel ve organ seviyesinde merkezi bir rol oynarlar. Cesitli stres
cevaplarina karigan sekerler, spesifik veya hormonlarla iliskili olarak sinyal iletimini uyarir
ve gen ifadesinin modifikasyonuna neden olurlar (Couee vd., 2006).

Baz1 streslerin serbest ve bagli poliaminlerin birikimine yol agtigi ve bu artigin
bitkinin strese bir cevabi olarak algilanabilece§i vurgulanmistir (Bouchereau vd., 1999).
Daha fazla poliamin iiretilmesi sonucunda poliaminlerin nispeten daha serbest anyonik
molekiillerle (DNA, RNA, proteinler ve membran lipidleri) iliskiye girdikleri ve bdylece
stres kosullarinda membran sistemlerini denatiirasyondan koruduklart kaydedilmistir
(Kramer ve Wang, 1989; Singh vd., 2002).

Yukarida ifade edildigi gibi strese maruz kalan bitkilerde yaygin olarak bulunan
ozmolitlerden birisi de prolindir. Yapilan c¢alismalarda, genetik yapisi degistirilmis
bitkilerde prolinin asir1 iiretiminin saglanmasi ile kuraklik stresine ve tuzluluga tolerans
saglandigr bulunmustur (Yoshiba vd., 1997; Kavi Kishor vd., 2005; Verbruggen ve
Hermans, 2008). Prolinin abiyotik stres kosullarinda birikimi, bitki tiiriine ve maruz
kalinan stresin siddeti ve siiresine bagl olarak degismektedir (Delauney ve Verma, 1993;

Bohnert ve Jensen, 1996). Prolinin ozmotik stres kosullarinda subselular yapilarin,



membranlarin ve proteinlerin stabilizasyonunu sagladigi, reaktif oksijen tiirlerini
parcalayarak hiicresel fonksiyonlar1 muhafaza ettigi, ozmotik ayarlama ve sitozol pH' sini
diizenleme gibi fonksiyonlarinin oldugu kaydedilmistir (Vanrensburg vd., 1993; Bohnert
ve Shen, 1999; Seki vd., 2007).

Mevcut calismada kuraklik stresine maruz birakilan misir fidelerinde distan sakkaroz
uygulamasinin yaprak kivrilmasini geciktirdigi tarafimizdan belirlenmistir. Bu ¢alismayla
sakkarozun hangi igsel olaylar1 etkileyerek yaprak kivrilmasini geciktirdigini agiga
¢ikarmak amaglanmistir. Bu nedenle musir fidelerinde, bazi sinyal ara bilesiklerinin
(sekerler, prolin ve poliamin) seviyelerindeki degisimler ile su potansiyeli, stomatal
iletkenlik, i¢csel ABA, H,0, igerigi ve membran hasari belirlenmistir. Distan bitkilere
sakkaroz, prolin veya spermidin gibi ozmolit uygulamalarmin bitkilerin abiyotik stres
toleransin1 artirdig1 cesitli calismalarla rapor edilmistir (Ali vd., 2007; Zhao ve Yang,
2008; Ramel vd., 2009; Moustakas vd., 2011; Yang vd., 2011; Slathia vd., 2012; Ali vd.,
2013). Cao vd., (2014)' nun yaptig1 bir caligmada distan bitkilere sakkaroz uygulamasinin
abiyotik stres toleransini arttirdig1 yapilan ¢alismada rapor edilmistir. Saruhan vd., (2012),
misir ¢esitlerinde salisilik asit 6n muamelesinin kuraklik toleransini tetikledigini ve
antioksidan sistemi uyararak yaprak kivrilmasini geciktirdigini bulmuslardir. Fakat,
ozmotik stres altinda distan sakkaroz uygulamasinin yaprak kivrilmasi iizerine nasil etki
ettigi ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Bu nedenle mevcut tez ¢aligmasi bu

yoniiyle 6zgiindiir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz
etkiler ya da kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Stres terimi ayni
zamanda fiziksel olarak bir nesne iizerine birim alan basina uygulanan mekanik kuvvet
olarak tanimlanir. Uygulanan strese yanit olarak, nesne zorlama olarak bilinen boyutta bir
degisime maruz kalir (Mahajan ve Tuteja, 2005).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak iizere iki
kisma ayrilabilir. Bitkilerin maruz kaldig1 baslica abiyotik stres faktorleri; soguk, sicaklik,
kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, cesitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve

besin yetersizliginden olusur. Biyotik faktorler ise virlis bakteri ve funguslari iceren



patojenler, bocekler ve herbivorlari igine alir (Yilmaz vd., 2011); (Sekil 1). Abiyotik stres
tiplerinin etkileri birbirleriyle iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga dayaniklilik, onunla
birlikte meydana gelen kuraklik sartlarina dayanikliliga baglhidir. Diger taraftan donmaya
dayaniklilik, dokunun dehidrasyona dayamikliligi ile ©nemli derecede baglantilidir

(Kadioglu, 2011).
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Sekil 1. Baslica cevresel stres tipleri (Yilmaz vd., 2011)

Strese dayaniklilik sakinma ve tolerans olmak lizere 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, yilizey tiiyleri, alt durumlu stoma ve benzer mekanizmalar bulunur. Benzer
sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarini 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 yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasinin Ogrenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin 6lciilmesi ve dolayisiyla daha verimli iiriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarinin % 10’undan daha az1 tarima elveriglidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
kosullardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleransli bitkiler yetistirmek icin strese

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

1.3. Kuraklik ve Kuraklik Stresi

Kuraklik genel anlamda meterolojik bir olgu olup, topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donem igin
kullanilan bir terimdir. Yagigssiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gergeklestirilen buharlagma veya transpirasyon hizina bagh
olarak gergeklesmektedir (Jones, 1992).

Diinya tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi % 26’lik payiyla en biiyiik dilimi igermektedir.
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 bilylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin c¢evresel streslerden biri olup bitkilerde
bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi olusturmaktadir. Buna bagl olarak
bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara adapte olmay: saglayacak bazi tolerans mekanizmalari
gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Kramer' e (1980) gore bu mekanizmalar kurakliktan
sakinma ve kurakliga tolerans gdsterme olmak iizere iki ana baslik altinda incelenebilir.
Cogu bitkide cesitli kuraklik sakinma mekanizmalar1 gelismistir. Stresten sakinma
mekanizmalarindan ilki ¢6l bitkilerinde goriiliir. Ornegin, ¢olde kisa dmiirlii olan bitkiler
yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyiir ve ¢ogalirlar. Kuraklik periyodunda ise dormant
tohumlar meydana getirirler. Diger bir kaginma mekanizmasi 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 dokularidaki 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
gegirirler. 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 toleransli bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Kramer, 1980). Dehidrasyonun
ertelenmesi transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
saglanir. Boylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisiik su potansiyeline ulagmasi
Onlenir. Dehidrasyon toleransi ise hiicreler su hasarina maruz birakildiktan sonra, bitkinin
canliligint devam ettiren mekanizmalar1 kapsar. Su hasar1 artarsa hiicreler turgor
durumlarin1 kaybederler ve boylece 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). Kuraklik stresinin bir sonucu olarak bitkiler, ozmolitler olarak bilinen ve
turgorun devamini saglayan maddeleri biriktirirler. Ozmotik ayarlama, kuraklik sonucu
turgor Ozelligini kaybeden bitki hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarinin yoklugunda
turgoru yeniden kazanmalar1 ve biiylimeyi devam ettirebilmeleri i¢in bagvurduklar1 bir
yoldur (Handa vd., 1983). Ozmotik ayarlama i¢in en 6nemli kaynagi indirgen sekerler
saglar (Hasegawa vd., 1984). Bunun yaninda prolin, betainler, trehaloz, K, fruktanlarda,
ozmotik ayarlama saglamak igin bitkiler tarafindan sentezlenirler (Smirnoff, 1998).
Yapilan arastirmalar, 0zmotik ayarlamanin bitkinin tiirline, yasina, stresin derecesine,
cevresel sartlara ve strese maruz kalan bolgeye bagh oldugunu gostermektedir (Ackerson
vd., 1980). Ozmotik ayarlama, stoma agikliginin korunmasma (Ackerson vd., 1980;

Ludlow vd., 1985) ve fotosentezin devam etmesine (Ackerson vd., 1980) katki saglar.



1.4. Ozmotik Stres

Ozmotik stres kuraklik, tuzluluk, soguk stresinin neden oldugu en 6nemli abiyotik
faktorlerden biridir. Genel olarak ozmotik stres bitkilerin biiyiimesi, gelisimi ve verimini
degistiren morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere neden olur ve
bitkilerinin bliylime ve verimini sinirlandirir. Kuraklik, tuzluluk ve soguk stresinin uyardigi
oksidatif stres genellikle birbiriyle baglantilidir ve bu kosullar tek basina veya kombine
olarak cesitli hiicresel hasarlar1 uyarir. Bitkilerde ozmotik stresi uyaran boyle stresler
karmagik bir yapidadir. Ozmotik stresin en 6nemli cevaplarindan biri ABA birikimidir.
ABA ozmotik stres cevaplarini uyarir. Ozmotik stres sinyalleri ABA bagimli ve ABA
bagimsiz yolla gerceklesir (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 belirti olarak
ozmotik duyarlilik kaybi, solma ve nekroz meydana gelir. Bu nedenle ROT iiretimi ve
temizlenmesi arasindaki denge, bitklerin normal biiylime ve metabolizmasinin slirmesi ve

bitkilerde ozmotik stres toleransinin gergeklesmesi icin gereklidir (Upadhyaya vd., 2013).

1.5. Yaprak Kivrilmasi

Yaprak kivrilmasi, kuraklik ve yiiksek sicaklik gibi abiyotik stresler ve bocek, fungus
gibi biyotik streslerden meydana gelir. Abiyotik ve biyotik stres altinda yaprak kivrilmasi,
bitkilerde genellikle su kaybiyla sonuglanir. Yaprak kivrilmasi geltik, misir, bugday ve dar
gibi birgok bitkide gdzlenen, bitkilerin su eksikligine karsi tipik bir cevap olarak meydana
gelen stres sakinma mekanizmalarindan birisidir. Bu olay tuz, sicaklik, agir metal ve UV
radyasyonu gibi abiyotik stres faktorlerin yani sira bakteri, viriis, mantar ve herbivorlarin
neden oldugu su kaybmin sonucunda gerceklesir (Kadioglu vd. 2011). Yaprak
kivrilmasinin ¢eltik ve bugdayda yaprak su durumunun gorsel bir isareti oldugu
bildirilmistir. Ayrica musir fidelerinde yaprak kivrilmasinin yaprak su potansiyeli ile
(Fernandez ve Castrillo, 1999), geltikte ise yaprak ozmotik potansiyeli ve yaprak sicakligi
ile iliskili oldugu bilinmektedir (Ekanayake vd, 1993).



Yaprak kivrilmasi 6zellikle ¢imlerde yaprak {ist epidermisindeki orta damar boyunca
yer alan bulliform hiicrelerinin (Oppenheimer, 1960) veya Ctenanthe setosa’da oldugu gibi
yapragin ist epidermisinin altinda yer alan hipodermis hiicrelerinin turgor o6zelligini
kaybetmesi sonucu meydana gelir (Terzi ve Kadioglu, 2007). Bu hiicreler, yaprak
kivrilmasi ve agilmasini kontrol etmek icin su ile dolarlar. Kuraklik stresi esnasinda ise bu
hiicreler biiziisiir ve bunun sonucunda yapraklar kivrilmaya baslar (Oppenheimer, 1960).

Kurak ortamdaki bir bitki yapragimi kivirmak suretiyle kendisine iki sekilde yarar
saglayabilir. Birincisi, yaprak yilizeyine diisen yiiksek dozda gilines 1s18indan kaynaklanan
yaprak sicakligindaki artisin olusturacagi hasarlar, giines isinlarina maruz kalan yaprak
alam azaltilarak en aza indirilebilir (Begg, 1980). Ikincisi, yaprak kivrilmasi ile hem
transpirasyon azaltilir hem de yapragin i¢ yiizeyinde kalan bolgede daha fazla nem ve
bdylece strese karsi direng olusur. Bu sayede yok denecek kadar az olan su, bitki tarafindan
etkili bir sekilde kullanilir (Matthews vd., 1990).

Yaprak kivrilmasi bitkinin su kaybini azaltarak senesensin gecikmesine etki etmesi
bakimindan da 6nemlidir (Richards vd., 2002). Su stresi sirasinda yaprak senesensi yerine
yaprak kivrilmasinin baslamasi bitkinin fotosentezi iyilestirmesine veya azami olarak
artirmasina olanak saglar (Knap, 1985). Kivrilma sirasinda fosfoenol piriivat karboksilaz
ve ribuloz 1,5 bifosfat karboksilaz gibi fotosentetik enzimlerle bazi antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ve ozmolitlerin seviyelerinde degisim meydana gelir. Ayrica Ctenanthe setosa
gibi baz1 bitkilerin yaprak kivrilmasi sirasinda ozmotik ayarlama saglamak i¢in ¢oziinebilir
seker, prolin ve poliamin igerigini artirdig1 kaydedilmistir. Bu nedenle poliamin gibi
ozmolitlerin yaprak kivrilmasi siirecinde 6nemli bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (Terzi ve
Kadioglu, 2007). Distan uygulanan poliaminlerin de yaprak kivrilmasini geciktirdigi rapor

edilmistir (Kadioglu vd., 2002).

1.6. Ozmolitler

Stres kosullar1 altinda bitkiler, ozmotik dengenin saglanmasi ve hiicresel yapilarin
korunmasi i¢in yaygin olarak prolin, glisin betain, poliamin, ¢oziinebilir seker (fruktoz,
sakkaroz ve glukoz) ve seker alkolleri (mannitol, gliserol, metillenmis inositol) gibi

ozmolitler biriktirirler (Borsani vd., 2003; Ashraf M, 2007; Yazic1 vd., 2007).



1.6.1. Prolin

Prolin birikimi sadece bitkilerde degil ayn1 zamanda Obakterilerde, protozoalarda,
denizel omurgasizlar ve alglerde de gézlenmistir (Yordanov vd., 2000). Prolinin esas
olarak sitoplazmada ve az da olsa kloroplastlarda sentezlendigi gosterilmistir (Szekely vd.,
2008). Bir ozmolit olan prolin yiiksek yapili bitkilerde glutamat veya ornitinden
sentezlenir. Arabidopsis thaliana’da glutamat yoluyla prolin biyosentezi, ¢ift islevli A'-
pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) enzimi tarafindan denetlenir. P5CS enzimi glutamik
asiti fosforile ederek glutamil-5-semialdehit (G5SA)’e doniistiiriir. Bu enzimin P5CS1 ve
P5CS2 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Prolin, G5SA’den pirolin-5-karboksilat
araciligiyla  A'-pirolin-5-karboksilat-rediiktaz  enzimi  katalizorliigiinde ~ sentezlenir
(Delauney ve Verma, 1993). Bu reaksiyonun hizini belirleyen basamak, PSCS enziminin y-
glutamil kinaz aktivitesidir. Prolin katabolizmasi ise prolin dehidrogenaz ile parcalanir
(Ozfidan, 2010).

Prolin, patojen enfeksiyonu gibi biyotik stres kosullarinda (Lobato vd., 2009b;
Lobato vd., 2010) ve su eksikligi (Costa vd., 2008), tuz stresi (Silveria vd., 2003a) ve agir
metal stresi (Chen vd., 2001) gibi abiyotik stres kosullarinda biiyiik miktarda sentezlenen
bir amino asittir. Prolin birikiminin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine kars1 bitkilerde
ozmotik ayarlamaya katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin
kararliligini sagladigi ve serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi,
2007; Tirkan ve Demiral, 2009). Sekil 2' de ifade edildigi gibi prolin birikimi stres
toleransin1 bir¢cok yolda etkileyebilir (Szabados ve Savoure’, 2009). Ayrica, su stresi
kosullarinda bitkiler arasinda yaygmn bir olgudur ve cogu kez osmoregiilasyon ile
baglantilidir (Henda vd., 1986). Bilinen bir baska olgu ise; prolin kuraklik ve tuz stresi gibi
stresten sorumlu genlerin ekspresyonunu tetiklemesidir (Zhu vd., 1998; Chinnusamy vd.,
2005; Dawood vd., 2014).

Yapilan caligmalarda bir¢ok bitki ¢esidinde strese toleransh bitkilerde hassas olanlara
gore prolin miktar1 fazla bulunmustur (Ashraf ve Foolad, 2007). Ayrica prolin kuraklikta

lipid peroksidasyonun 6nlenmesinde de rol oynamaktadir (Molinari vd., 2007).
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Sekil 2. Bitkilerde prolinin ¢ok yonlii fonksiyonlari

1.6.2. Poliaminler

Poliaminler (PA) biitlin bitki hiicrelerinde bulunurlar. Bitkilerde biiyiime ve gelisme
olaylarin yani sira biyotik ve abiyotik stres toleransinda da énemli rol oynar (Alcédzar vd.,
2010; Minocha vd., 2010). PA' lar hiicre bolinmesi, DNA replikasyonu, hiicre
farklilasmasi1 gibi bir¢ok diizenleyici olayda ve sinyal iletiminde ikincil mesajci olarak rol
oynadiklar1 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, triamin spermidin ve tetramin spermindir. PA’lar serbest formda
bulunabilecegi gibi fenolik bilesikler gibi kiiciik molekiillere kovalent olarak baglanarak
¢Oziinebilir formda veya ¢oziinemeyen bagli formda bulunabilirler. Céziinemeyen bagl
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’1n katalizledigi ornitin yoluyla veya sirasiyla ADC, agmatin

imino hidrolaz ve N-karbamoilputresin amidohidrolaz’in Kkatalizledigi {i¢ ardisik
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reaksiyonla agmatin yoluyla sentezlenir. Spd ve Spm ise SAMDC’nin aktivitesiyle
dekarboksile olmus SAM’daki aminopropil gruplarinin 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
taginimi birlikte PA hemoztazina katkida bulunur. Ayrica PA katabolizmasi ve ara
bilesikleri o6zellikle H,O, gibi ROT’lar iretirler. ROT’lar ¢esitli sinyal kaskatlarinin
uyarilmasini veya inhibe edilmesini kontrol ederler. Diger taraftan, ¢esitli abiyotik stres
kosullarinda PA biyosentezine karisan genlerin (ADC2, SPMS, SMADC2) up-regiile
edildigi kaydedilmistir. PA biyosentezinin ana enzimi olan ADC aktivitesinin stres
kosullarinda uyarildig1 ve bdylece PA igeriginin de arttig1 rapor edilmistir. Yine, distan
uygulanan PA’larin cesitli abiyotik stres kosullarindaki kiiltiir bitkilerinin toleransini
artirdigi ve boylece verimi iyilestirdigi bilinmektedir (Zhao ve Yang, 2008; Yang vd.,
2011).

1.6.3. Glisin-Betain

Glisin-betain (N,N,N-trimetilglisin-betain) énemli bir ozmolittir (Rhodes vd., 1993;
Hanson vd., 1994) ve bircok bitki tarafindan abiyotik strese karsi yanit i¢in sentezlenir.
Glisin-betainin biyosentetik yolu, kolinin iki asamali oksidasyonudur ve biyosentetik yolu
iki N-metil transferaz enzimi tarafindan katalizlendigi bulunmustur (Waditee vd., 2005).
Bu enzimler betain aldehit dehidrogenaz ve kolin monoesterazdir. Glisin-betain arpa ve
musirda tuzluluk ve su stresi toleransini uyarir. Transgenik organizmalarda bu iki protein
(enzim), dokularda yiiksek glisin-betain birikimine neden olur. Glisin-betain senteziyle
ilgili iki genin uyarilmasiyla bitkilerdeki osmoprotektan 6zelligi arttirilabilir (Kadioglu,
2011). Kuraklik kosullarinda, Arabidopsis bitkilerindeki N-metiltransferaz geninin
ekspresyonu yiiksek miktarda betain biriktirir (Waditee vd., 2005).

1.6.4. Sekerler

Karbohidratlar, diinyada en bol bulunan biyomolekiillerdir. Her yil, fotosentez ile
birlikte 100 milyar tondan fazla CO, ve H,O, seliloz ve diger bitki {iriinlerine

dontstiirtiliir. Belirli karbohidratlar (seker ve nisasta) diinyanin bir¢ok yerinde temel besin
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maddesidir ve karbohidratlarin oksidasyonu fotosentetik olmayan bir¢ok hiicrede, enerji
veren merkezi bir yoldur. Suda ¢éziinmeyen karbohidrat polimerleri, bakteri ve bitkilerin
hiicre duvarlarinda, hayvanlarin bag dokularinda yapisal ve koruyucu elemanlar olarak
gorev alir. Diger karbohidrat polimerleri, iskelet eklemlerini kayganlastirmada, hiicreler
aras1 yapismada rol oynar. Daha kompleks karbohidrat polimerleri, kovalent olarak
proteinlere yada lipitlere baglanir. Glikokonjugatlar olarak adlandirilan bu kompleks
karbohidrat polimerleri sinyaller gibi rol oynarlar (Nelson ve Cox, 2004).

Karbohidratlar, polihidroksi aldehit (glikoz ve mannoz) veya keton (fruktoz) veya
hidroliz sonucu elde edilen bilesikleri veren maddelerdir. Bir¢cok karbohidrat (CH,O)n
olarak formiillendirilirken bazilarina azot, fosfor veya siilfir de katilabilir.
Monosakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkarit olarak karbohidratlar 3 ana sinifa ayrilir.
Monosakkaritler ya da basit sekerler, tek polihidroksi aldehit ya da keton birimi igerir.
Dogada en bol bulunan monosakkarit, 6 karbonlu D-glukozdur ve genellikle dekstroz
olarak da adlandirilir. Dort karbondan daha fazla olan monosakkaritler halkasal yapidadir.
Oligosakkaritler, kisa zincirli monosakkarit birimlerinden olugsmuslardir ve glikozidik bag
olarak adlandirilan karakteristik baglarla yapiya katilirlar. En fazla bulunam 2
monosakkarit birimiyle birlikte dissakkarittir. En tipik 6rnegi; 6 karbonlu seker olan D-
glukoz ve D-fruktozdan meydana gelen sakkarozdur. Polisakkaritler (nisasta, seliiloz, kitin
vb.) 20 ya da daha fazla monosakkarit birimi iceren seker polimerleridir ve bazilar
yiizlerce ya da binlerce monosakkarit birimi igerebilir. Baz1 polisakkaritler, 6rnegin seliiloz
diiz zincirliyken, glikojen dallanmistir. ( Nelson ve Cox, 2004).

Sekerler primer metabolizmanin ¢ekirdegidir (Sekil 3). Biitiin fikse edilen karbonlar
fotosentez esnasinda seker ve seker tlirevlerine gecer. Bircok fikse edilen karbon C4 ve
CAM bitkilerinde, organik asit ara iiriin yoluyla trioz fosfat formunda kloroplasttan salinir,
daha sonra fotosentetik (kaynak) hiicre sitozoliinde sekerlere doniistiiriiliir. Bu seker
havuzu heterotrofik (alici) organlara acil tasinimlar igin vardir (Patrick vd., 2012). Birgok
bitki i¢in, sakkaroz floemde karbonun uzun mesafelere tasinimindaki ana formdur (Sekil
3). Bazi bitki tiirleri ise sakkaroz ile birlikte 06zelllikle rafinoz ailesinden olan
oligosakkaritler ya da seker alkolleri gibi diger seker tiirlerini tagirlar (Ziegler, 1975).

Alic1 organlar tarafindan alinan sekerler, bliyiime (hiicre boliinmesi ve genislemesi),
farklilasma ve koruma i¢in tiim karbonlar1 ve enerjiyi saglarlar. Bu gereksinimlerden fazla
olan karbon; vakuollerde seker gibi ¢oziinebilir formda ya da plastidlerde nisasta i¢eren

polimerik formda ya da vesikiillerde protein ya da yag olarak depo edilir. Bu olayda



13

bitkiler tarafindan algilama, tasinim, metabolize gibi ¢ok yonlii mekanizmayla olmaktadir.
Depo sekerleri ve seker tlirevleri, bitki gelisimi sirasinda tiiketilmek i¢in bircok siirecle

birlikte mevcut durumlarini diizenlerler (Buchanan vd., 2000); (Sekil 3).

FOTOSENTEZ
‘ Trioz Fosfat ‘
7
Depo | <> Sukroz
\ Kaynak
Tagima :
l/ Ahc
Sukroz
Depo Heksozlar
Depo Polimerleri <
(nisasta, fruktanlar, lipidler, proteinler) —s Sinyal Molekulleri
Hiicre duvari bilesenleri P Bitkideki diger butln
organik molekuller
Hiicre genislemesi
(turgor) S Solunum
(enerji)

Hicre Bolunmesi
&
Bitki Gelisimi

Sekil 3. Bitki metabolizmasinda sekerlerin merkezi rolii (Anahtar siiregler
mavi kutu igerisine alimmistir ve anahtar metabolitler siyahla
yazilmustir.); (Patrick vd., 2012)

Diger seker cesitleri; 6rnegin seker alkolleri (mannitol ve sorbitol), bazi bitki
tiirlerinde karbohidrat tasima, depolama ve strese direng rolleri ile birlikte bilinen dogal
tirtinlerdir (Loescher, 1987). Trehalozlar, sakkaroz gibi indirgenmeyen bir disakkarittir
(Nelson ve Cox, 2004). Baz1 durumlarda trehalozlar ozmotik ve diger stres yanitlarinda
bitkiyi korurlar (Patrick vd., 2012). Ayrica trehalozun gida, kozmetik ve ilag da dahil

olmak tizere ¢esitli ticari kullanimlar1 vardir (Schiraldi vd., 2002).
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Bundan bagka sekerler c¢ok cesitli stres cevabi ile ilgilidirler ve bu cevaplarda
metabolit ve sinyal molekiilii olarak rol oynarlar. Boylece gen ekspresyonunun da
modifikasyonuna neden olurlar. Soguk stresi, herbisit, yaralanma, patojen saldirisi gibi
¢Oziinebilir sekerlerin karistigi stres durumlarinda ROT dengesinde de 6nemli degisimler
meydana gelmektedir. Coziinebilir sekerlerin ROT iireten metabolik yollara karistigi veya
bu yollarla birlestigi bilinmektedir. Coziinebilir sekerler ve ROT’lar arasindaki bu birlesen
veya antagonistik iligki transkriptom analizleriyle de giliniimiizde dogrulanmistir. Bunun
da, seker sinyalinin ve sekerlerin diizenledigi gen ekspresyonunun oksidatif stresin
kontrolii ile alakali oldugu ortaya konulmustur. Cozilinebilir sekerlerin ROT’lara gore daha
hayati bir rolii oldugu diisiiniillmektedir. Aksine ¢6ziinebilir sekerler, ROT temizlenmesine
katki saglayabilen oksidatif pentoz fosfat yolu gibi NADPH iireten metabolik yollar1 da
beslerler (Couée vd., 2006). Patojen saldirisi, kuraklik, tuz stresi, ABA muamelesi, diisiik
sicaklik veya asir1 uyarilma enerjisi gibi farkli stresler direkt veya dolayli olarak ROT
tiretimine neden olurlar ve bdylece adaptif stres cevabi olarak kabul edilen seker birikimi

meydana gelir (Roitsch, 1999).

1.6.4.1. Seker Sinyal fletimi

Seker sinyal mekanizmasinda, ilk tanimlanmis bitki algilayicist hekzokinazl (HXK1)
proteinidir ve bu da bir glukoz algilayicisidir. HXK1, glikoliz ve glukoz sensdriiniin ilk
asamasini katalizleyen, ¢ok islevli bir proteindir.

Son zamanlarda, HXK1 yolunda sinyal bilesikleri belirlenmistir. Nukleusta HXK1
ile vakuolar H*-ATPaz B1 (VHA-B1) etkilesir ve proteozom alt iinitelerinin (RPT5B) 19S
diizenleyici pargast glukoz-bagimli sekilde glukoz diizenleyici genlerin promotorlarina
dogrudan baglanabilir (Cho vd., 2006).

HXK1 sinyal yollari, hormon sinyal yollariyla iligkilidir. ABA sentezi veya
sinyalinde yetersiz olan mutantlarda glukoza duyarsiz fenotipler goriildiigii i¢cin glukoz
sensOrii olan HXK1, ABA sinyal yoluna baghdir (Rolland vd., 2006). Cesitli ABA
diizenleyici transkripsiyon faktorleri, glukoz sinyali i¢in gereklidir (ABI3, ABI4, ABIS,
ABF2, -3, -4) (Rolland vd., 2006; Dekkers vd., 2008). ABI4 proteininin trehaloz
yanitlarina aracilik ettigi (Ramon vd., 2007), kendi seker-bagimli ifadesini diizenledigi
(Bossi vd., 2009) ve plastidlerden nukleusa geri dénen sinyalde gerekli olan bir element

oldugu (Koussevitzky vd., 2007) gosterilmistir. ABA ve seker sinyal yollarinin arasinda
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sik1 bir iligkinin oldugunu gosteren bir bagka 6rnek ise ABI4’lin seker tetiklemesini tegvik
eden GSQ5/DOGL1 allellerinin ekspresyonunun ABA-bagimli seker sinyali i¢in gerekli
oldugunun gozlenmesidir (Yanagisawa vd., 2003). Ayrica, glukoz sinyalinin oksin,
sitokinin, giberellik asit, salisilik asit ve brasinostreroitlerle baglantili oldugu gosterilmistir
(Rolland vd., 2006). Seker tiirevi sinyallerinin merkezi roli bitkinin biiylimesi, gelismesi
ve fizyolojisi igin Onemlidir. Seker sinyal yollarinin birgok yonleri kesfedilmeyi
beklemektedir.

HXK1’e ek olarak, homolog sinyal yollarmin KIN10/11 (Hardie vd., 2007), G-
protein (Zaman vd., 2008) ve ayrica bZIP proteinlerinin (Al vd., 2005; Hinnebusch, 2005)
oldugu belgelenmistir. Benzer olarak, farkli dogal sekerler ve seker ara metabolitleri, 6zel
sensorler tarafindan algilanir. Buna 6rnek, disakkarit sakkaroz algilama sensoriidiir. En iyi
bilinen sakkaroz tagtyicis1 SUT2/SUC3, mayalarda RGT2 ve SNF3 glukoz sensor analogu
olarak rol oynadigi ileri siiriilmistiir (Eckardt, 2003). Seker ara metabolitleri de ayrica
algilanabilir. Trehaloz ile beslenen Arabidopsis fidelerinde biiylime inhibisyonunun
meydana geldigi ve trehaloz biyosentezinde trehaloz 6-fosfatt (T6P)’in biiylime
inhibisyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir (Schluepmann vd., 2003). Ayrica T6P’nin
ADP-glukoz pirofosforilazin redox aktivasyonu yolu ile nisasta sentezini diizenledigi
(Kolbe, 2005) ve son zamanlarda KIN10/11 diizenleyici kinazi inhibe ettigi belirlenmistir
(Zhang vd., 2009). T6P, KIN10/11°1 dogrudan inhibe etmez ve bilinmeyen ek sinyal
yollarinin bilinmesi gerekir. Bitkilerde bilinen ve onerilen seker sinyal yollar1 Sekil 4’de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4. Bitkideki seker algilayicilar1 (Glukoz (Glc), Sakkaroz (Suc), G- protein o-
altiinite geni (GPAL), Hekzokinazl (HXK1), Sukroz tasiyicis1 (SUT2),
Treholoz 6-fosfat (T6P), G-protein sinyali diizenleyici (RGS1)); (Hanson
ve Smeekens, 2009).

KIN10/11 proteinleri, gen ekspresyonunu 6zel transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi
araciligiyla  diizenler. Ozellikle 6nemli olani, bZIP G-box bagimmli transkripsiyon
faktorlerinin kii¢iik bir grubudur (Baena-Gonzalez, 2007; Hanson vd., 2008). Bu S1 bZIP
transkripsiyon faktorleri genellikle aktif gen ekspresyonu i¢in yakindan iligkili dort C smnifi
bZIP proteinleri ile birlikte heterodimerleri olusturmaktadir (Ehlert vd., 2006; Weltmeier
vd., 2009). Ozellikle, S1 grubu bZIP transkripsiyon faktorleri bZIP1, bZIP2, bZIP11,
bZIP44 ve bZ1P53, sakkaroz 6zel sinyali tarafindan tamamen bastirilmistir (Weltmeier vd.,
2006). Sakkaroz baskilanmasi, bZip mRNA’larin 5’ ucunda var olan uORF( upstream open
reading frame) baglidir (Rahmani vd., 2009). uORF sakkaroz kontrol peptidini (SC-peptit)
kodlar ve bu sadece yiiksek bitki aleminin bZIP genlerinde bulunur (Hanson ve Smeekens,
2009).

Arabidopsis fidelerine seker uygulamasi ribosomal protein genlerinin ekspresyonunu
tesvik eder ve rRNA siirecini etkiler. Kodlanan bir niikleolin olan AtNuc-L1 geni, seker-
bagimli sekilde ribozomal protein genlerini ve ribozom biyogenesizin ekspresyonunu
diizenler (Kojima vd., 2007).
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1.6.4.2. Sakkaroz

Sakkaroz (¢ay sckeri) glukoz ve fruktozdan olusan bir disakkarittir (Sekil 5). Bu
hayvanlar tarafindan degil bitkiler tarafindan olusturulur (Nelson ve Cox, 2004). Sakkaroz
gibi indirgenmeyen sekerler, keton ya da aldehit gruplariyla alkole indirgenir ya da bir
baska seker lizerinden benzer gruplarla birlestirilir. Sakkaroz en yaygin taginabilir sekerdir
ve bircok diger hareketli karbohidratlar sakkaroza bagli ¢esitli sayida galaktoz molekiilii
igerir. Raffinoz, sakkaroz ve bir galaktoz molekiiliinden, stakiyoz, sakkaroz ve iki galaktoz
molekiiliinden ve verbaskoz, sakkaroz ve ii¢ galaktoz molekiiliinden olusur (Zimmermann
ve Milburn, 1975). Sakkaroz iceren bitkilerdeki fotosentetik dokular karbon akiginin
kontroliinde 6nemli katki saglar (Stitt vd. 1987; Stitt, 1996; Winter ve Huber, 2000).
Fotoasimilatin 6énemli bir formu olup, kaynak yapraklardan alic1 dokulara kadar taginir (Xu

vd. 2012).

Sakkaroz

«-p- gluKopiranosil 3-p- fruktofuranosid

Sekil 5. Sakkarozun yapist (Nelson ve Cox, 2004)

Sakkaroz, sitozolde sentezlenir ve gliseraldehit 3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfatin
kloroplasttan disar1 ¢ikmasi ile baslar. Fruktoz 1,6 bifosfatin olusmasi (aldolaz tarafindan
katalizlenir) ic¢in iki trioz fosfatin birlesmesinden sonra, fruktoz 1,6-bifosfataz
hidrolizlenerek fruktoz 6-fosfati verir (Nelson ve Cox, 2004). Daha sonra sakkaroz 6-
fosfat sentaz (EC 2.4.1.14), tiridin difosfat glikozdan (UDP- Glc) fruktoz-6-fosfatin (Fru-6-
P) glikozil grubunun tranferi ile sakkaroz-6-fosfat (Suc-6-P) sentezini katalizler. Sakkaroz
6-fosfat daha sonra sakkaroz fosfat-fosfataz (EC 3.1.3.24) tarafindan sakkaroza
hidrolizlenir (Taneja ve Das, 2014); (Sekil 6).
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Sekil 6. Sakkaroz sentezi (Nelson ve Cox, 2004)

Sakkaroz, sitozolde (Barratt vd., 2009), mitokondride (Szarka vd., 2008),
kloroplastlarda (Gerrits vd., 2001) ve vakuollerde (Sonnewald vd., 1991; Grennan ve
Gragg, 2009) pargalanabilir. Sakkaroz sentaz (SUSY) 1n tiridin-difosfat (UDP), glukozu ve
fruktozu substrat gibi kullanarak, sakkaroz sentezinde rol aldigi bilinmektedir ve bu olay
yaprak gibi kaynak dokularda yiiksektir (Hoffman Thoma vd., 1996). SUSY nun fizyolojik
kosullar altinda sadece bitki enzimi olarak bilinen sakkaroz katabolizmasim baglattigi ve
(Patrick vd., 2012) sitosolde sakkarozun UDP-glukoz ve fruktoza dontisiimiini
katalizledigi bildirilmistir.  Invertazlar ise hiicre icinin yam sira apoplastta sakkarozun
glukoz ve fruktoza doniisiimiinii katalizler. Vakuolar ve sitosolik/plastidik/mitokondrial
invertazlar glukoz ve fruktozu igeren sakkaroz metabolizmasiyla iliskiliyken, hiicre duvari
invertazlari secici gecirgen elementlerden sakkarozun gecirilmesi s6z konusudur (Roitsch
ve Gonzalez, 2004).

Sakkaroz fosfat sentaz (SPS)’in sakkaroz fosfat sentezi igin gerekli oldugu bilinir.
Kaynak dokulardaki bu enzim invertaz aktivitesi tarafindan olusturulan heksozlarin
yeniden sakkaroz sentezine katilmasma temel teskil eder. Hizli biiyiiyen dokularda,
vakuolar invertaz aktivitesi yliksektir ve bu enzimin solunum i¢in gerekli olan sitoplazmik
heksoz havuzunu diizenledigi diisiiniilmektedir (Whittaker ve Botha, 1997). SPS ve
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vakuolar (asit) invertazlar, kaynak dokularda ve diger aktivitelerde sakkaroz akisini
diizenlemede 6nemli rol oynarlar (Zhu vd., 1997). SPS, yerlesimi bakimindan fotosentetik
dokularda smirli degildir. Ayn1 zamanda, olgunlasmakta olan meyveler gibi fotosentetik
olmayan dokularda da bulunurlar ve bu dokularda da aktiftirler (Castleden vd., 2004).
Degisen sakkaroz metabolizmasi ve taginiminin metabolik etkileri ¢esitli bitkilerde
arastirllmistir.  Sakkaroz sentezindeki artis genellikle yiiksek biyomas iiretimi ile
sonuglanir. Arabidopsis’ te SPS'nin asir1 ekspresyonu yiiksek sakkaroz seviyesine ve kuru

agirlikta artisa sebep olur (Park vd., 2008).

1.7. Absisik Asit

Biiyiime hormonlar1 bitkilerin strese cevabini diizenlemede 6nemli rol oynarlar
(Wang vd., 2001). Kuraklik stresi esnasinda hiicrelerdeki turgorun azalmasi sonucunda
yaprak kivrilmasinin yani sira absisik asit (ABA) gibi bazi biiylime hormonlarinin seviyesi
de degisir (Pierce ve Raschke, 1980; Turner vd., 1986). ABA ¢igekli bitkilerde su
eksikligine (kurakliga) cevap olarak iiretilir, kurakliga ve diger ¢evresel streslere toleransla
ilgili cevaplarin baslamasinda 6nemli bir rol oynar. Bitkilerde kuraklik stresi sirasinda
ABA konsantrasyonunun artmasi, biiyiime, gelisim (Hartung ve Davies, 1991; Bray, 1993;
Reddy vd., 2004) ve baz1 genlerin ifade edilmesini de (Bray, 1991) kapsayan ¢ok sayida
degisimler meydana getirir (Zeevaart ve Creelman, 1988). Disaridan uygulanan ABA’nin
da bitkilerde stres iliskili bir¢ok genin ekspresyonunu uyararak strese karsi toleransi
artirdi@ belirtilmistir (Xiong vd., 2002; Fediuc, 2005; Zhu, 2010).

En 1yi ¢alisilmis ABA sinyal iletim yollarindan biri, ABA’ya cevap olarak stomalarin
kapanmasidir (Allen vd., 2001). ABA uygulamasimnin, arkadas hiicrelerdeki sitozolik Ca*?
iyon  seviyelerinde artmaya neden oldugu bilinmektedir.  Sitozolik Ca*?
konsantrasyonundaki dalgalanmalar, stomalarin kapanmasi i¢in gereklidir (Allen vd.,
2001). Birgok fitohormon sinyal iletim islemlerinde hiicre i¢i mesajc1 olarak Ca™
araciligiyla iglev gormektedir. Ca* sinyali ABA’y1 igeren yanitlarda siklik-ADP-riboz,
inositol 1, 4, 5 trifosfat, inositol hekzafosfat veya H,O, gibi ikinci mesajcilar tarafindan
tetiklenir (Schroedaer vd., 2001).

Stres stiresince ABA biyosentezi ilk olarak koklerde artar ve sonra ksilem vasitasiyla
kimyasal bir sinyal olusturarak stomalarin kapanmasini saglamak iizere govdeye tasinir

(Gallé vd., 2013). ABA’nin strese karsi stoma kapanmasi, ozmolit birikimi, biiylimenin



20

inhibisyonu ve metabolizmanin degistirilmesi gibi fizyolojik adaptasyonlarinin yani sira,
molekiiler diizeyde gen ekspresyonunda bir¢ok degisiklikler yaptigt ve LEA, HSP gibi
koruyucu proteinlerin ve reaktif oksijen temizleyicilerin sentezini artirdigi bildirilmistir
(Huang ve Wu, 2006; Sripinyowanich vd., 2013). Bununla birlikte, ABA yoksun
mutantlarla yiiriitiilen deneyler sonucu, stresle uyarilabilen genlerin bazilarinin ABA’ya
bagimli olmasina ragmen bazilarinin ise ABA’dan bagimsiz olarak kontrol edildigi ortaya
¢ikmistir (Zhu, 2002).

Kurak ve tuzluluk stresi ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolundaki, ABF (ABRE
binding factor))AREB (ABA responsive element binding protein), MYC
(myelocytomatosis)/MYB (myeloblastosis), DREB2 (drought responsive element binding)
ve NAC (NAM, ATAF1,2, CUC) transkripsiyon faktdrlerine ait gen ifadelerini aktive eder.
Bu Onemli transkripsiyon faktorleri farkli streslere cevap olarak farkli transkript
diizenlenmesi gosterir ve asir1 ifadeleri bitkilerde stresle iligkili ¢cok sayida genin dogrudan
veya dolayli olarak devreye girmesi ile sonuglanir (Agarwal ve Jha, 2010). AREB/ABF ve
MY C/MYB transkripsiyon faktorleri ve bZIP (basic leucine zipper factor), ABRE, MYCR,
MYBR transkripsiyon faktorleri iki farkli mekanizma ile ABA’ya bagli olarak strese cevap
verirken, DREB proteinleri ise ABA’ya bagli olmayan durumlarda DRE araciligi ile strese

cevap yolagini aktive ederler (Sekil 7).
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Sekil 7. Stres kosullarinda ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz yollarda gen ifadesinin
diizenlenmesi (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2006)
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1.8. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (H,O,), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle
ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu
olusur. Siiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,O, de {iretilir. Fotosentetik
elektron tagima zinciri H,O;’ nin tiretiminden sorumludur. HyO; nin {iretildigi baska bir
kaynak fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir.
Ayrica biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gercgeklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membrani ve ekstrasellular matriks H,O, nin tiretildigi
diger onemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Yarilanma Omrii diger ROT’lara gore
nispeten daha uzundur (Bhattachrjee, 2005). Bitki hiicrelerinde H,O,’nin fazla olmasi
oksidatif stresin olusmasina neden olur. H,O, senesens (Peng vd., 2005), fotorespirasyon
ve fotosentez (Noctor vd., 1998), stomatal hareket (Bright vd., 2006), hiicre dongiisii
(Mittler vd., 2004) ve biiylime, gelisme (Foreman vd., 2003) gibi fizyolojik siireglerde
anahtar diizenleyici gibi rol oynar. Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden
radikal ozellik tasimaz. H,O, nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve
bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir.
H20, ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiliksek
oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarin1 olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii
oksitleyici ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baglatabilir. Oksitleyici 06zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan
H,02’nin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan

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

1.9. Lipid Peroksidasyonu

Stres etkisiyle olusan 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 disiintliir (Dhindsa vd., 1981/82;
Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin
celtik stirgiinlerinde (Yordanov vd., 2000), bugday genotiplerinde (Sairam vd., 2001),



22

yoncada (Irigoyen vd., 1992) ve seker kamisi yapraklarindaki (Smirnoff, 1993) su stresi
lipid peroksidasyonunu artirir. Bu ¢aligmada diisiik seviyede olmasi 6zellikle siiperoksit
dismiitaz 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 sartlarinda MDA igerigi artarken hassas genotiple
karsilastirildiginda strese toleransli genotiplerde diisiik oranda lipid peroksidasyonu

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

1.10. Misir Hakkinda Genel Bilgiler

Muisir, Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon bir bitkidir. Poaceae
familyas: icerisinde ¢iceklenme bigimi bakimindan diger tiirlerden farklhidir. Cigekleri
monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni1 bitki iizerinde fakat
farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu olup diploid bir bitkidir. Misir,
genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle Diinya’nin farkli bolgelerinde  kiiltiiri
yapilabilmektedir. 50° kuzey enleminden 50° giiney enlemlerine, deniz seviyesi ile 3000
m’ye kadar olan yiiksekliklerde ve ayrica bir¢ok toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir
(Morris, 2002).

Misir, sicak iklimden tropikal iklime kadar genis ¢evrede biiyliyen bir ekindir, ancak
Heisey ve Edmeadres (1999), musir alaninin dortte birinin herhangi bir yil iginde
kurakliktan etkilendigini tahmin etmislerdir. Misir, genis bir kullanim alani olmasi nedeni
ile diger tahillara gore oldukga farkli bir konuma sahiptir. igerdigi zengin besin maddeleri
ile misir, hem insan hem de hayvan beslenmesinde kullanilabilmektedir. Hayvan
beslenmesinde yem hammaddesi olarak kullanilan misir, insan beslenmesinde ise dogrudan
kullaniminin  yant sira  birgok gida maddesinin iiretiminde hammadde olarak
kullanilmaktadir. Misir danesinin yapisinda ticari degere sahip birgok kimyasal bilesik
vardir. Olgun bir danede %70-75 nisasta, % 8-10 protein ve % 4-5 yag igerir (Earle vd.,
1946).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Misir (Zea mays L.) tohumlari (Akpinar ¢esidi) Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitlisti’'nden temin edildi. Misirlar 25x18x12 cm’lik saksilarda, 16 saat 22 °C giindiiz ve
8 saat boyunca 18 °C gece sicakliginda, % 50-60 bagil nemin bulundugu toprakta
biiyiitiildi. Dort yaprakli asamaya kadar (yaklasik 3 hafta) biiyiitiildii. Sulamalar iki giinde
bir yapild1 ve saksi basina 200 ml su kullanild.

2.2. Ozmotik Stres Altinda Distan Uygulanan Sakkaroz ve Sakkaroz Sentez
Inhibitorii DL-Dithiothreitol (DTT)'iin Yaprak Kivrilma Derecesine Gore
Etkin Konsantrasyon Belirlemeleri

Yaprak kivrilmasi iizerine iyilestirici yonde etki eden (kivrilmay: geciktiren) ve
yaprak kivrilmasina sebep olan etkin konsantrasyonu belirlemek amaciyla ozmotik strese
maruz birakilan misir fidelerine distan farkli konsantrasyonlarda sakkaroz ve DTT
uygulamalari yapildi. Bunun i¢in {i¢ haftaya kadar biiyiitiilen fideler toprak stii kistmdan
kesildi. Ortama adaptasyonlari i¢in igerisinde saf su bulunan ve aliiminyum folyo ile sarili
deney tiipleri igerisine aktarilarak 1 saat bekletildi. Daha sonra %3'lik PEGgooo ile
hazirlanmig 3 farkli sakkaroz konsantrasyonu (0.1, 0.25, 0.5 mM) igeren soliisyonlarda ve
yine %3'likk PEGgqqp ile hazirlanmis olan 7 farkli DTT konsantrasyonu (100, 250, 500 uM,
1, 5, 10, 20 mM) igeren soliisyonlarda misir fideleri 12 saat boyunca bekletildi. Sakkaroz
uygulamalar1 sonuclarina dayanarak yaprak kivrilmasina sebep olmayan diisiik sakkaroz
konsantrasyonu (0,1 mM) ve yaprak kivrilmasina sebep olan yliksek DTT konsantrasyonu
(20 mM) sonraki denemelerde kullanildi. Bundan sonraki g¢alismalarimizda, 0,1 mM
sakkaroz (Sulmon vd., 2004), 0,1 mM sakkaroz+PEG, 20 mM DTT (Yakkaldevi ve Jagtap,
2014) ve 20 mM DTT+HPEG gruplari ile devam edildi. Yaprak kivrilmasi, su potansiyeli ve
stoma iletkenligi 6l¢timleri 12 saatin sonunda yapildi. Analizler ise gelisimini tam olarak
tamamlamis fidelere ait olan ikinci yapraklar iizerinde gerceklestirildi. Spektrofotometrik

olgiimler i¢in kullanilacak yaprak drnekleri siv1 azottan gegirildikten sonra -20 °C saklandi.
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2.3. Analiz ve Olciimler

Fidelerin yaprak kivrilma derecelerindeki ve siirelerindeki varyasyonlar ol¢iildii.
Daha sonra, ikinci yapraklar kullanilarak yaprak kivrilma derecesi ve siiresinin 6l¢iilmesi,
su potansiyeli, stoma iletkenligi, lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit, ABA igerigi,

prolin, toplam seker, poliamin parametrelerindeki 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 gore, yaprak eni Olgiilerek yapragin enindeki yiizde azalma
olarak hesapland1 ve yaprak kivrilma derecesi (%) olarak ifade edildi.

Uygulamalar arasindaki kivrilma davranislarindaki varyasyonlar1 belirlemek i¢in,
yapraklarin ilk kivrilmaya basladiklari siire ile uygulama siiresinin sonundaki yaprak
kivrilma dereceleri (%) kaydedildi.

2.3.2. Yaprak Su potansiyeli Ol¢iimii

Yaprak su potansiyelleri, iki farkli metoda Savage ve Cass' e (1984) gore Psypro P2-
132 Su Potensiyeli Sistemi (Psypro P2-132 Water Potential System) kullanilarak ol¢iildii.

2.3.3. 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. Siipernatant kisimlarindan 1 ml alinarak tizerine 1 ml asetik asit ve 1 ml ninhidrin
konuldu. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Daha sonra
tiiplere konulan o6rnekler 1 saat 100 °C’de su banyosunda tutuldu ve reaksiyon buzda
sonlandirildi. Soguyan 6rneklerin iizerine 3 ml toluen eklenerek, vorteksle karistirildi. Agzi
kapakl tiiplere alinan 6rnekler 4.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi pipetle
ist faz sarsilmadan kiivete alindi ve 520 nm’de spektrofotometrede okundu (Bates vd.,

1973). Sonuglar gram kuru agirlik (KA) basina pg olarak ifade edildi.
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2.3.4. 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.

2.3.5. Toplam Coziinebilir Seker Tayini

Kuru yaprak 6rnegi (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¢cin 100 pl siipernatant tizerine 900 pl
saf su ilave edilerek seyreltildi. Bu karigimin iizerine 1 ml % 5 fenol ilave edildi ve
karistirict ile karistirildi. Ayni karisim {izerine 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 gecirildikten sonra absorbansi 6l¢iildii (Dubois, 1956). Sonuglar 100 gram KA

basina mg olarak ifade edildi.
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2.3.6. Stoma Tletkenligi Ol¢iimii

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

2.3.7. i¢sel 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 Kkiti ile gergeklestirildi. (£) cis-trans ABA (Sigma,
St. Louis), standart olarak kullanildi. Sonuglar gram KA basina pmol olarak ifade edildi.

2.3.8. Hidrojen Peroksit (H,O,) Tayini

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

absorbanslar1 okundu. Sonuclar gram KA basina pmol olarak ifade edildi.

2.3.9. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid
icerigine dayanarak Heath ve Packer (1968) metodunu takip edilerek Olgiildi. Her bir
numuneden 0,5 gr alinarak 10 ml % 0,1 Trikloro asetik asit (TCA) igerisinde homojenize
edildi. Homojenat 15.000 g de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20
TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik asit ilave edildi. Karigim 95 °C’de 30 dk
1s1tild1 ve sonra hizli bir sekilde buz banyosunda sogutuldu. 10.000 g de 10 dk santrifiijden
sonra siipernatantin absorbanst 532 nm’de kaydedildi. 600 nm’de spesifik olmayan
absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug, formiilde (A = E.c.])

yerine konularak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar gram KA
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basina nmol olarak ifade edildi (A:As3z2-Asoo, E:Absorbsiyon katsayisi, 155mm01’1cm'1,
c:MDA konsantrasyonu).

2.4. 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 Farkh Sakkaroz ve DTT Muamelelerinin Ozmotik Stres
Altinda Yaprak Kivrilma Derecesi Uzerine Etkisi

Distan uygulanan sakkaroz muamelelerinin yaprak kivrilma derecesi iizerine etkisi
Tablol'de sunuldu. Ozmotik stres kosullarinda sakkaroz ve DTT' nin etkin
konsantrasyonunu belirlemek i¢in fidelere cesitli konsantrasyon denemeleri yapildi.
Uygulamaya maruz birakilan musir fidelerinin yaprak kivrilma derecesi 12 saat sonunda
kaydedildi. Bu amagla misir fidelerine 0,1 mM ile 0,5 mM arasinda sakkaroz
konsantrasyonlar1 uygulandi. Uygulanan konsantrasyonlar iginde (0.1, 0.25, 0.5 mM)
yaprak kivrilmasini iyilestirici yonde etki eden (kivrilmayr geciktiren) sakkaroz
konsantrasyonunun 0,1 mM sakkaroz oldugu belirlendi (Tablo 1). Bu nedenle 0,1 mM

sakkaroz bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmastir.

Tablo 1. Distan uygulanan farkli sakkaroz muamelelerinin ozmotik stres
altinda yaprak kivrilma derecesi iizerine etkisi

Muameleler Kivrilma Derecesi (%)(12.saat)
PEG (%3) 54+4

0,1 mM Sakkaroz+PEG 18+5

0,25 mM Sakkaroz+PEG 24,74+3

0,5 mM Sakkaroz+PEG 25+7

Benzer sekilde igsel sakkaroz seviyesini azaltan DTT konsantrasyonu belirlemek i¢in
100 pM ile 20 mM arasindaki konsantrasyonlar uygulandi ve 20 mM DTT' nin de diger
konsantrasyonlarina gore (100, 250, 500 uM, 1, 5, 10, 20 mM) yaprak kivrilmasina
derecesini en fazla arttiran konsantrasyon olarak gozlemlendi (Tablo 2). Bu nedenle 20

MM DTT bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmistir.
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Tablo 2. DTT konsantrasyonlariin ozmotik stres altinda yaprak kivrilma
derecesi tizerine etkisi

Muameleler Kivrilma Derecesi (%)(12.saat)
PEG (%3) 5444

100 uM DTT+PEG 28,91+1,4

250 uM DTT+PEG 40,32+6

500 uM DTT+PEG 38,5347

1 mM DTT+PEG 44,1943

5mM DTT+ PEG 42,15+4

10 mM DTT+PEG 39,5342

20 mM DTT+PEG 70+3

3.1.1. Etkin Sakkaroz ve DTT Muamelelerinin Ozmotik Stres Altinda Yaprak
Kivrilma Derecesi ve Siiresi Uzerine Etkisi

Sakkaroz ve DTT muamelelerinin yaprak kivrilma derecesi ve siiresi tizerine etkisi
Tablo 3'de sunuldu. Stressiz kosullarda, sakkaroz ve DTT uygulamalarinin yaprak
kivrilmasina neden olmadig1 gozlendi. Ozmotik stres ile birlikte sakkaroz uygulamasinin
(sakkaroz+PEG), PEG grubuna gore Olgiilebilir yaprak kivrilmasini (%8-%12 yaprak
kivrilma derecesi olan fideler) daha ge¢ baslattigi ve kivrilma derecesinin (%) daha az
oldugu belirlendi. Ozmotik stres ile birlikte DTT uygulamasinin (DTT+PEG) ise PEG
grubu bitkilere gore yaprak kivrilmasini daha erken baslattig1 ve kivrilma derecesinin daha

fazla oldugu gozlendi.
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Tablo 3. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda yaprak kivrilma
derecesi ve siiresi lizerine etkisi

Muameleler Olgﬁlebilif klvrll@a i¢in Kivrilma derecesi (%)
gecen siire (dakika) (12. saat)
Kontrol (Saf Su) -* 0
PEG (%3) 120+15 54+4
Sakkaroz -* 0
Sakkaroz +PEG 17743 1845
DTT -* 0
DTT +PEG T1£12 70+3

* Olgiilebilir kivrilma yok +: standart sapma

3.2. Su Potansiyeli

Stresiz kosullarda uygulanan sakkarozun kontrole goére yaprak su potansiyelini
diistirdigii, bununla beraber stresli kosullarda uygulanan sakkarozun (sakkaroz+PEG)
yaprak su potansiyelini ozmotik stres uygulanmis fidelere gore iyilestirdigi belirlendi.
Stresli ve stressiz kosullarda DTT uygulamasinin ise su potansiyelini azalttig1 belirlendi
(Sekil 8).

Elde edilen verilerin bitkilerin su durumunun bir gostergesi olan yaprak kivrilma
derecesi (%) ile uygunluk icerisinde oldugu goriildi. PEG grubu ile karsilastirildiginda,
sakkaroz+PEG grubu bitkilerde su potansiyelinde iyilesme gozlendiginden yaprak kivrilma
derecesinin de azaldig1 gozlendi.

PEG grubu ile karsilastirildiginda, DTT+PEG grubu bitkilerde su potansiyeli daha
fazla azaldigindan, yaprak kivrilma derecesinin de daha fazla oldugu ve kivrilmanin daha

erken basladig1 gozlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda yaprak su potansiyeli
tizerine etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.)

3.3. Prolin icerigi

Sakkaroz uygulamasinin hem stresli hem de stressiz kosullarda prolin igerigini
artirdig1 belirlendi.

Diger yandan prolin i¢eriginin inhibitor muamelesiyle kontrole gére anlamli seviyede
(P<0.05) azaldig1 goriildii. Benzer sekilde, ozmotik stres kosullarinda inhibitdr uygulanan

bitkilerde prolin i¢eriginin PEG uygulanan bitkilere gore azaldigi bulundu (Sekil 9).
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Sekil 9. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda prolin miktar tizerine
etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.4. Poliamin I¢erigi

Sakkaroz uygulamasinin stresli ve stressiz kosullarda putresin igerigini arttirdigi
belirlendi. Bundan farkli olarak stresli kosullarda uygulanan DTT' nin ozmotik stres
uygulanmis (PEG) gruba gore putresin icerigini 6nemli derecede azalttig1 goriildii.

Stressiz  kosullarda  distan  uygulanan  sakkarozun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, spermidin miktarini 6nemli derecede arttirdigi belirlendi. Diger
taraftan DTT uygulamasinin spermidin miktarin1 stresli ve stressiz kosullarda azalttig
belirlendi.

Stresli ve stressiz kosullarda uygulanan sakkarozun kendi kontrolleriyle
karsilastirildiginda spermin miktarinin 6nemli derecede arttigi goriiliirken, inhibitor

uygulamasi ile spermin miktarinin azaldig1 gortildii (Sekil 10).
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m Putresin = Spermidin = Spermin

Poliamin icerigi (ug g-1 KA)

Sekil 10. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda poliamin igerigi
tizerine etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen ayni siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.5. Toplam Céziinebilir Seker Icerigi

Distan sakkaroz uygulamasinin stresli ve stressiz kosullarda toplam ¢dziinebilir seker
igerigini artirdig1 belirlendi. Diger taraftan, inhibitér uygulamasinin toplam ¢oziinebilir
seker igerigini stresli ve stressiz kosullarda anlamli seviyede (P<0.05) azalttig1 belirlendi

(Sekil 11).
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Sekil 11. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda toplam ¢oziinebilir
seker miktar1 lizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayn
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.6. Stoma Iletkenligi

Ozmotik stres kosullarinda stomatal iletkenligin kontrole gore azaldigi belirlendi.
Bundan farkli olarak stressiz kosullarda sakkaroz uygulamasinin kontroliine gére stomatal
iletkenligi azalttig1 goriiliirken, stresli kosullarda sakkaroz uygulamasinin kontroliine goére
stomatal iletkenligi arttirdigi bulundu. Stressiz kosularda DTT muamelesinin ise kontrole
gore stoma iletkenligini azalttigi saptandi. DTT+PEG grubunda da PEG grubuna gore
stoma iletkenligin azaldig1 gozlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda stoma iletkenligi
tizerine etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.7. ABA icerigi
Distan sakkaroz uygulamasinin stresli ve stressiz kosullarda ABA igerigini artirdig

saptandi. Bundan farkli olarak uygulanan inhibitoriin de stresli ve stressiz kosullarda ABA

icerigini azalttig1 bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda i¢sel hidrojen peroksit
icerigi lizerine etkisi (Barlar standart sapmay: gostermektedir (n=4). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.8. H,O; i¢erigi

Elde edilen verilere gore, i¢sel hidrojen peroksit konsantrasyonu stresli ve stressiz
kosullarda sakkaroz uygulamasiyla azaldig1 gozlendi. Diger yandan igsel hidrojen peroksit
iceriginin inhibitdr uygulamasiyla kontrole gore arttigi bulundu. Benzer sekilde ozmotik
stres kosullarinda inhibitdr uygulamasimin PEG grubu bitkilere gore igsel HoO; igerigini
artirdig1 belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda i¢sel hidrojen peroksit
icerigi lizerine etkisi (Barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=4). Ayn1 harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)

3.9. Lipid Peroksidasyonu

Sakkaroz uygulamasinin ozmotik stres kosullarinda membran hasarini azalttigi ve
lipid peroksidasyonunu iyilestirici yonde etki ettigi tespit edildi. Ozmotik stres
kosullarinda inhibitér uygulamasinda ise membran hasar1 PEG grubuna kiyasla daha fazla

uyardig saptandi (Sekil 15).
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Sekil 15. Sakkaroz ve DTT muamelelerinin ozmotik stres ortaminda lipid peroksidasyonu

lizerine etkisi (Barlar standart sapmayi gostermektedir (n=4). Aymi harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.)



4. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda;

1.

Misir fidelerinde yaprak kivrilmasimi geciktiren ve kivrilma derecesini azaltan
sakkaroz konsantrasyonunun 0,1 mM oldugu ve ayrica 20 mM DTT' nin ise en
kisa siirede en fazla kivrilmaya sebep olan etkin konsantrasyon oldugu
bulunmustur.

Ozmotik stres kosullarinda, distan uygulanan 0,1 mM sakkarozun yaprak su
potansiyelini arttirdigi, 20 mM DTT uygulamasinin ise yaprak su potansiyelini
azalttig1 belirlenmistir.

Ozmotik stresin, o0zmolit (prolin, poliamin, seker) birikimini arttirdigi
gozlenirken, sakkaroz uygulamasi ile birlikte ozmolit birikiminin daha da arttig1
belirlenmistir. Bundan farkli olarak ozmolit birikiminin DTT uygulamasiyla
birlikte azaldig1 belirlenmistir

Ozmotik stres altinda, sakkaroz uygulamasinin stomatal iletkenligi arttirdigi,
DTT uygulamasinin ise stoma iletkenligini azalttig1 tespit edilmistir.
Yapraklardaki igsel ABA seviyesinin stresli ve stressiz kosullarda sakkaroz
uygulamalariyla arttigi, DTT uygulamasiyla ise ciddi sekilde azaldig
gozlemlenmistir.

Ozmotik stres altinda yapraktaki igsel HoO; igeriginde artis oldugu gozlenmistir.
Bu artisin  sakkaroz uygulamasi ile azaldigt DTT uygulamasiyla arttigi
belirlenmistir.

Ozmotik streste, fidelerde malondialdehit (MDA) igeriginde 6nemli derecede
artisin oldugu belirlenmistir. Bu artisin digtan sakkaroz uygulamasi ile azaldigi

fakat DTT uygulamasiyla arttig1 saptanmistir.



5. TARTISMA

Ozmotik strese maruz birakilan musir fidelerinde distan sakkaroz uygulamasinin
yaprak kivrilmasi iizerine etkisini arastirmak icin; yaprak kivrilma derecesi, toplam
¢ozilinebilir seker, prolin ve poliamin igerigi, su potansiyeli, stoma iletkenligi, lipid
peroksidasyonu, hidrojen peroksit ve ABA igerigi degisimleri belirlenmistir.

Literatiirde cesitli stres faktorleri altindaki bitkilerde yaprak kivrilma derecesi (%)
Olgiilerek bu stres faktorlerinin kivrilma ftizerindeki etkisi belirlenmistir (O" Toole
vd.,1979; Clarke,1986; Fernandez ve Castrillo,1999). Oregin; Turgut ve Kadioglu' nun
(1998) yaptigi bir calismada kuraklik stresine maruz kalan Ctenanthe setosa 'nin
yapraklarini kivirdigir ve kuraklik siiresi arttikca kivrilma derecesinin (%) de arttig
bildirilmistir. Calismamizda, kuraklia maruz kalmis misir tiirlerinde distan sakkaroz
uygulamasiyla kivrilma siiresinin uzadigi ve kivrilma derecesinin azaldigi bulunmustur.
Ayrica salisilik asit uygulamasinin uzun donemdeki kuraklik stresini hafiflettigi ve
antioksidan sistemi tesvik ederek yaprak kivrilmasim1 geciktirdigi rapor edilmistir
(Kadioglu vd., 2011). Saruhan vd. (2012), msir ¢esitlerinde salisilik asit 6n muamelesinin
kuraklik toleransini tetikledigini ve antioksidan sistemi uyararak yaprak kivrilmasini
geciktirdigini bulmuslardir. Yapilan bir baska ¢alismada kullanilan Batem 56-55 (kurakliga
toleransli) ve Batem 51-52 (kurakliga duyarli) iki misir ¢esidinin, kuraklik stresinde yaprak
kivrilmasinin etkileri arastirilmigtir. Kurakliga toleranshi olan Batem 56-55 yapraklari,
Batem 51-52' den iki giin sonra kivrilmistir (Saglam vd., 2014).

Yaprak su potansiyelinin ozmotik stres kosullarinda azaldigi ve buna paralel olarak
yaprak kivrilmasinin arttigi gézlenmistir. Su stresinden etkilenen ve bitkinin su durumunu
gosteren onemli bir parametre yaprak su potansiyelidir. Yaprak su potansiyelinin kuraklik
stresi i¢in iyi bir indikatdr oldugu bilinmektedir (Shaw vd., 2002). Benzer sekilde kuraklik
stresine maruz kalan geltik kiiltivarlarinda yapilan bir ¢aligmada, yaprak su potansiyelinin
0.5 MPa’dan -2 MPa’a 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 diisiirdiigii kaydedilmistir (Siddique vd., 2000). Misirla ilgili yapilan
bir ¢alismada, Batem 51-52 (kurakliga duyarli) misir bitkisinin kontrole gore yaprak su
potansiyeli -0.30 MPa’ dan -1.81 MPa'a diistiigii ve diger bir kiiltiivar olan Batem 56-55

(kurakliga toleransli) misir bitkisinin kontrole gore yaprak su potansiyelinde nemli bir
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degisiklik olmadigr kaydedilmistir (Saglam vd., 2014). Calismamizda kuraklik stres
kosullarinda 0,1 mM distan sakkaroz muamelesinin yaprak su potansiyelini iyilestirdigi
bulunmustur. Bu veriye dayanarak bitkilerde osmotik stres kosullarinda iyilestirici etki
yapabilen 0,1 mM konsantrasyondaki sakkarozun yaprak kivrilmasinin gozlenmesiyle
belirlenebilecegini sdyleyebiliriz.

Abiyotik stres altinda, birgok bitki osmotik gilicii dengelemek ve antioksidan
enzimlerin serbest radikalleri temizlemelerini tesvik etmek i¢in prolin ve ¢dziinebilir
sekerleri iceren ozmolitler biriktirir. Prolinin, osmotik ayarlama, ROT' lar1 temizleme,
membran biitiinliigiinii koruma, proteinlerin kararliligini saglama ve sitozol pH’simi
diizenleme gibi fonksiyonlarinin oldugu kaydedilmistir (Seki vd., 2007). Calismamizda
yaptigimiz analiz sonuglarina gore, stressiz kosullarda distan sakkaroz uygulamasinin
fidelerde prolin igerigini arttirdigi belirlenmistir. Ayrica ozmotik stres kosullar1 altinda
distan sakkaroz uygulamasinin da prolin igerigini arttirdig1 tespit edilmistir. S6z konusu
artisin, ozmotik stres altinda hiicrelerin ozmotik potansiyellerini ayarlamasi ve turgor
durumunu muhafaza etmesine neden olabilecegi diisiiniilebilir. Ciinkii kuraklik stresi
altinda prolin birikimiyle yaprak su potansiyeli azalarak bitkiye su alinimi saglanir. Mevcut
bulgularimiza benzer olarak, soguk stresine maruz birakilan salatalik bitkilerinde sakkaroz
on muamelesiyle birlikte antioksidan enzim aktivitesinin miktarin arttig1 ve bunun da
dolayl1 yoldan prolin iizerinden diizenlendigi ileri siiriilmiistiir (Cao vd., 2014). Bu verilere
dayanarak sakkaroz uygulamasinin ozmotik stresin olumsuz etkilerini gidermek igin prolin
icerigini artirdig1 ifade edilebilir.

Ayrica genellikle bitkilerin kuraklik gibi abiyotik stres kosullarinda poliamin
biyosentezini artirma kapasitesine sahip olduklar1 kaydedilmistir (Erdei vd., 1996).
Caligmamizda putresin, spermidin ve spermin gibi yaygin poliamin igeriklerinin de stres
kosullarinda ve sakkaroz+PEG muamelesi yapilan bitkilerde arttig1 belirlenmistir. Bununla
beraber, ozmotik stres kosullarinda vejetatif asamada distan uygulanan sakkarozun yaygin
poliaminlerin igerigini artirdig tespit edilmistir. Nitekim poliaminlerin antioksidan veya
ROS temizleyicisi olarak rol oynadigi, protein ve hiicresel yapilarin kararliligina katkida
bulundugu ve boylece bitkilerin stres dayanikliligint artirdigi bilinmektedir (Bartels ve
Sunkar, 2005).

Bitkilerde seker birikiminin igsel ozmotik potansiyelin diizenlenmesi ile biyomolekiil
ve membranlarin korunmasina katkida bulundugu bilinmektedir (Seki vd., 2007). Mevcut

caligmada, ozmotik stresi altinda distan sakkaroz uygulamasinin toplam ¢oziinebilir seker
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icerigini artirdig1 goriilmiistiir. Salatalik fidelerinde yapilan benzer bir ¢alismada, sadece
PEG ile muamele edilen fidelerde prolin ve ¢oziinebilir seker igeriginin arttifi tespit
edilmis, stres kosullarinda glukoz 6n muamelesi yapilan fidelerde ise bu artisin daha da
fazla oldugu goriilmiistiir (Huang vd., 2013). Bu bulgular, toplam ¢6ziinebilir sekerin giiclii
bir osmoprotektan olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozmotik stres
kosullarinda toplam ¢oziinebilir seker miktar1 ile ilgili elde edilen sonuglarimiz ise
literatiirde daha once yapilan calismalarla benzerlik gostermektedir. Ornegin bir ¢ok
calismada kuraklik stresine tolerans kazanilmasinda toplam ¢6ziinebilir seker miktarindaki
artisin rol oynadigi rapor edilmistir (Prado vd.i 2000; Gill vd., 2001). Kurakliga maruz
kalmis C. setosa’nin toplam ¢o6ziinebilir sekerleri ve indirgen sekerleri ozmotik potansiyeli
ayarlayip topraktan su alabilmek i¢in biriktirdigi bildirilmistir (Kadioglu ve Turgut, 1999).
Ayrica literatiirde toplam ¢oziinebilir seker miktarinin bitki metabolizmasinda turgorun
stirdiiriilmesi ve hiicresel membranlarin korunmasinda sadece tipik bir ozmoprotektan
olarak (Coue’e vd., 2006) degil ayn1 zamanda seker algilama ve sinyal sistemlerinde bir
sinyal molekiil olarak islev gordiigii belirlenmistir (Chen vd., 2009). Bu fikirler
dogrultusunda distan uygulanan sakkarozun da ic¢sel seker miktarin1 daha da fazla artirarak
stres boyunca bitki hiicrelerinde ozmotik ayarlamayi sagladigi ve strese adaptasyonda rol
oynadigi ifade edilebilir.

Stoma iletkenligi kuraklik stresi i¢in iyi bir indikatordiir. Calismamizda, ozmotik
stres kosullarinda distan sakkaroz uygulamasinin gs degerini arttirdigi gozlemlenmistir.
Stoma agikligindaki artis distan uygulanan sakkaroz konsantrasyonuna bagli oldugu
sOylenebilir (Rong vd., 2000). Benzer bir ¢alismada, Commelina benghalensis L. bitkisine
sakkaroz uygulamasi stoma iletkenligini arttirmistir (Reddy ve Das, 1986).

Bilindigi gibi ABA stomalarin kapanmasindan sorumlu bir hormondur (Seki vd.,
2007). Ayrica ABA’nin kurakliga kars1 koruma saglayan abiyotik stres cevaplarina karisan
anahtar fitohormon oldugu da bilinmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Mevcut ¢alismada,
ABA iceriginin stressiz kosullarda sakkaroz uygulanan fidelerde kontrole gore arttigi
gozlenmistir. PEG muamelesinin ABA igerigini artirdigi, sakkaroz+PEG muamelesinin ise
ABA birikimini arttirdig1 saptanmistir. Bu veriler i¢sel sakkaroz seviyesi ile ABA arasinda
bir iligkinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde, distan sakkaroz uygulamasinin
cilek meyvesinin biiylime ve gelismesi i¢in ABA birikimini uyardigi gosterilmistir (Jia vd.,

2013).
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Kuraklik stresi, bitki biiylime ve gelismesini etkileyen en Onemli c¢evresel
faktorlerden biridir. Bitkilerin ¢evresel strese maruz kalmasi artan ROT dretimi ile
sonuglanir (End eve Valluru, 2008). Calismamizda stres kosullarinda H>0,
konsantrasyonunun arttig1r belirlenmis ve distan sakkaroz uygulamasi ile igsel Hy0;
konsantrasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Ayrica literatiirde, salatalik fidelerine distan
uygulanan sakkarozun igsel HyO, igerigini azalttigi goriilmistiir (Huang vd., 2013; Cao
vd., 2014).

MDA, ROT’larin neden oldugu membran lipid peroksidasyonunun bir iirliniidiir
(Hsu ve Kao, 2007) ve MDA birikimi, stres altinda membran hasarindaki artis olarak ifade
edilir (Bailly vd., 1996). Bununla beraber, ¢alismamizda distan uygulanan sakkarozun (0,1
mM) ozmotik stres kosullarinda lipid peroksidasyonunu iyilestirdigi belirlenmistir. Ayrica
son yillarda yapilan bir ¢aligmada, mevcut calismaya benzer olarak soguk stresi altindaki
salatalik fidelerinin 50 mM sakkaroz ©n muamelesi ile yiiksek MDA seviyesini
iyilestirdigi, bunun da biiylime inhibisyonundaki iyilesme ile baglantili oldugu
bildirilmistir. Sonug olarak 50 mM sakkaroz 6n muamelesinin ROT seviyesini azalttig1 ve
bdylece soguk stresi altinda lipid peroksidasyonunun da azaldig1 kaydedilmistir (Cao vd.,
2014). Lipid peroksidasyonundaki azalma ozmolitlerin birikiminin sonucu olarak su
durumunun iyilegsmesinden kaynaklanabilir.

Ozmotik  stres  kosullarinda DTT  uygulamasiyla ozmolitlerin  seviyesi
baskilandiginda, su potansiyelinin azaldig, paralel olarak lipid peroksidasyonunun ve igsel
H20, iceriginin artti@1 goriilmiistiir. Literatiirde kuraklik stresinde DTT ile ilgili ¢calismaya
rastlanmamistir. Bu ag¢idan bu calismanin literatiire yeni bir bilgi katacag
diistiniilmektedir. Ozmotik strese maruz kalan misir fidelerine cesitli konsantrasyonlarda
distan sakkaroz ve DTT uygulamalar yapilarak yaprak kivrilma dereceleri dl¢tilmiistiir.
Sonuglar, 0,1 mM sakkaroz konsantrasyonunun stresi azaltan ve yaprak kivrilmasini
geciktiren; 20 mM DTT' nin ise kisa siirede yaprak kivrilmasina neden olan ve stresi
arttiran en uygun konsantrasyon olduklari belirlenmistir. Bunun 1s1ginda ozmotik stres
altinda uygulanan sakkarozun (0,1 mM) yaprak kivrilmasini hangi mekanizmalarla
geciktirdigini belirlemek icin su potansiyeli, prolin, poliamin, toplam seker icerigi, stoma
iletkenligi, ABA igerigi, H,O; icerigi ve lipid peroksidasyonu parametreleri 6l¢tilmiistiir.
Distan sakkaroz uygulamasi ile ozmolit ve su potansiyeli sonuglarina bakildiginda;
ozmotik stres kosullart altinda sakkaroz uygulamasinin ozmolit birikimini arttirarak su

durumunun korudugu bulunmustur. Buna paralel olarak, stoma iletkenligindeki artigin
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bitkinin su alma potansiyelinin yiiksek olmasiyla iligkili oldugu sdylenilebilir. Distan
sakkaroz uygulamasinin ABA igerigini arttirdigi bulunmustur. Ancak bu artisin bitkilere
disarirdan ABA uygulamasi sonucunda elde edilen igcsel ABA konsantrasyonuyla
(Yayinlanmamis veriler) kiyaslandiginda sakkaroz uygulamasi sonucu belirlenen ABA
degerlerinin stomalar1 kapatacak seviyede olmadigini sdylemek miimkiindiir. Distan
0,lmM sakkaroz uygulamasi yapildiginda bitkideki stres durumunu anlamak ig¢in igsel
H,0, igerigi ve lipid peroksidasyonu belirlenmistir. Ozmotik stres kosullarinda distan
sakkaroz uygulamasi ile igsel HyO, igerigi ve lipid peroksidasyonunun azaldigi
bulunmustur. Bu sonuglar ile distan uygulanan 0,1mM sakkarozun ozmolit birikimini
uyararak yaprak su durumunu korudugu, ABA igerigini arttirdig1, i¢gsel H,O, seviyesini ve
lipid peroksidasyonunu azaltarak yaprak kivrilmasini geciktirdigi sonucuna varildi. Distan
sakkaroz ve DTT uygulamasinin yaprak kivrilmas: iizerine yapilan bir calismaya
literatlirde rastlanmamis olmasi, bu tez ¢alismasinin literatiirdeki bu boslugu dolduracak

degerde oldugu diistintilmektedir.



6. ONERILER

Kuraklik, biitiin diinyada oldugu gibi, iilkemizde de misir verimini sinirlandiran en
onemli faktordiir. Diinyadaki tarim alanlarinda karsilasilan 6nemli olumsuzluklardan
birisinin kuraklik olmasindan dolayr ve misirin iilkemizde 6zellikle Akdeniz Bolgesinde
yetistirilen ekonomik degeri yiiksek bir bitki olmasindan dolayr bu galismanin yaprak
kivrilmas1 mekanizmasini aydinlatmada ve misir verimini artirmada énemli olacag agiktir.
Distan uygulanan 0,1 mM sakkarozun ozmotik stresin etkilerini 6nemli derecede azalttigi
ve yaprak kivrilmasmi geciktirdigi tarafimizdan ispatlanmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, sakkarozun stres kosullarinda bitkilerde yaprak kivrilmasini engellemek
amaciyla tarimda kullanilabilecegi, boylece kuraklik stresine karsi bu bitkilere vejetatif
asamada sakkaroz uygulamak suretiyle misir {iiretimindeki ekonomik kayiplarin
Onlenebilecegi soOylenebilir. Bununla beraber, mevcut ¢alismada elde edilen verilere
dayanarak tarla denemelerinin yapilmasina yonelik c¢aligmalarin baglatilmasi gerektigi
Onerilmektedir.

Elde ettigimiz bulgular 15181inda, ozmotik stres kosullar1 altinda sakkarozun uyardig
sinyal yollarmin aydinlatilmasi kivrilma mekanizmanin nasil kontrol edildiginin
anlasilmasina da katk1 saglayacaktir. Bu ¢alismaya benzer olarak digtan prolin, poliamin ve
glisin betain gibi diger ozmolitlerin uygulanmasinin H,O,, ABA ve ozmolit seviyesini
nasil degistirdiginin incelenmesi, kuraklik tolerans mekanizmasinin aydinlatiimasinda rol
oynayacaktir. Bu nedenle konunun bu yonleriyle de arastirilmasi 6nerilmektedir.

Ayrica, bitkilerin kuraklik stresini tolere etmek icin c¢esitli mekanizmalar
gelistirdikleri bilinmektedir. Ornegin, agir stres kosullarinda, bitkilerin reaktif oksijen
tirlerini, antioksidan sistemi ve ozmolit sentezini uyardigi bir¢cok calismada tespit
edilmistir. Bununla beraber, i¢sel sakkaroz miktarindaki degisimlerin H,0, ve ozmolitlerle
iliskisi hala tam olarak agik degildir. Bu nedenle distan sakkaroz uygulamasi ile igsel
sakkaroz miktarina bakilarak H,O, ve ozmolitlerle iligkisini aydinlatilmasinda yol gosterici
olabilir. Mevcut ¢aligmada ise digtan sakkaroz uygulamasinin bu mekanizmalardan ozmolit
sentezini uyararak kuraklik stresine tolerans gosterebilecegi bulunmugtur. Bundan sonraki
calismalarda, ozmolit sentezinde ve ABA biyosentezinde rol alan enzim aktivitelerinin
molekiiler diizeyde arastirilmasi sonuglarin bircok veriyle desteklemesi agisindan yarar

saglayabilir. Ornegin; poliamin metabolik enzimlerinden arginin dekarboksilaz, S-adenozil
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metionin dekarboksilaz, ve poliamin oksidaz enzimleri ile prolin sentezine karigan
enzimlerden A’ -pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) ve seker metabolizmasinda rol alan
sakkaroz sentez enzimi olan sakkaroz sentaz gibi enzimlerin gen ifadesindeki degisimler

arastirilabilir.
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