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Yiiksek Lisans
OZET

KURAKLIK SARTLARINDA ALFA LiPOIK ASIT MUAMELESININ
FOTOSENTETIK HASARI iYILESTIRMEDEKI ROLU

Salih CINEMRE

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2018, 67 Sayfa

Kurakliga maruz birakilan misir fidelerinde alfa lipoik asit (ALA) uygulamasinin
fotosentetik hasar1 iyilestirme mekanizmasi arastirildi. Hidroponik ortamda biiyiitiilen
fidelerin % 20 polietilenglikol (PEG6000) iceren koklendirme ortamima farkli
konsantrasyonlarda (2,5, 12, 24 ve 50 uM) ALA uygulandi. Yaprak su durumu, klorofil
icerigi, membran hasari ile gaz degisim parametreleri Ol¢iildii ve stres hasarini azaltan
ALA konsantrasyonu belirlendi. Etkinligi belirlenen ALA’nin klorofil fluoresans: ile
ribuloz 1,5 difosfat karboksilaz (rubisco), fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPc), rubisco
aktivaz (Rca), magnezyum selataz (Mg-CHLI) ve klorofilaz genlerinin ifade seviyesi
tizerine etkisi incelendi. ALA uygulamasinin (12 pM) membran hasarini azalttigi, nispi su
icerigi, fotosentetik pigment miktar1 ve gaz degisim parametrelerindeki azaliglari
hafiflettigi tespit edildi. Kuraklik sartlarinda fotosistem II (PS II) etkinliginin olumsuz
etkilendigi bununla beraber, ALA uygulanmis fidelerde PS II etkinliginin arttig1 belirlendi.
Benzer sekilde, stres sartlarinda azalan rubisco, PEPc, Rca, Mg-CHLI ve klorofilaz gen
ifadesinin ALA uygulanmis fidelerde arttig1 bulundu.

Elde edilen verilere gore, kuraklik sartlarinda distan uygulanan ALA’nin PS II
aktivitesi, fotosentetik karbondioksit fiksasyonu ve klorofil sentezini uyardigi ve boylece

fotosentezin devamliligini saglayabildigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler : Kuraklik, Alfa lipoik asit, Klorofil fluoresansi, Rubisco, PEPC,
Rubisco aktivaz, Magnezyum selataz, Gen ifadesi, Misir

VI



Master Thesis
ABSTRACT

THE ROLE OF ALPHA LIPOIC ACID APPLICATION IN IMPROVING
PHOTOSYNTHETIC INJURY INDUCED BY DROUGHT STRESS

Salih CINEMRE

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2018, 67 Pages

The alleviating mechanism of alpha lipoic acid (ALA) application against
photosynthetic damages induced by drought stress was investigated in maize seedlings.
ALA at different concentrations (2,5, 12, 24 ve 50 uM) was applied to rooting medium of
the hydroponically grown seedlings including 20 % PEG. Leaf water status, chlorophyll
content, membrane damage, gas exchange parameters were measured and effective ALA
concentration reducing stress injuries was determined. The effects of exogenous ALA on
chlorophyll fluorescence and the gene expressions of ribulose-1,5-biphosphate
carboxylase (rubisco), phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCc), rubisco activase (Rca),
magnesium chelatase (Mg-CHLI) and chlorophyllase were determined. ALA application
(12 uM) mitigated membrane damage and alleviated the decreases in relative water
content, amount of photosynthetic pigment and gas exchange parameters under the stress.
It was found that efficiency of photosystem Il (PS Il) was negatively affected in the
seedlings exposed to drought stress while the efficiency of PS 11 of ALA applied seedlings
was high in comparison with unapplied ones. Decreased gene expressions of rubisco,
PEPc, Rca, Mg-CHLI and chlorophyllase under the stress were induced in ALA applied
seedlings.

According to present data, it has been concluded that ALA application under
drought stress conditions may induce photosystem Il activity, photosynthetic carbondioksit

fixation and the chlorophyll synthesis thus it can maintain photosynthesis in maize.

Key Words: Drought, Alpha lipoic acid, Chlorophyll fluorescence, Rubisco, PEPCc,
Rubisco activase, Magnesium chelatase, Gene expression, Maize
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Kuraklik, sicaklik, UV gibi bir¢ok c¢evresel stresin bitki biinyesindeki primer etkileri
fotosentez ve biiyiimedeki azalmadir (Yordanov vd., 2003). Kisa bir stres periyodunda bile
azalan su icerigi kiiltlir bitkilerinde verim kayiplarina neden olmakta ve tarimsal iiretimi
ciddi sekilde sinirlandirmaktadir. Ayrica, ¢evresel birgok stres oksidatif hasara neden
olmakta, oksidatif hasarin ise fotosentezi olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Pinheiro vd.,
2005; Shao vd., 2009).

Misir diinya ekonomisinde 6nemli rol oynayan kiiltiir bitkilerinden biridir.
Ulkemizde Akdeniz ve Karadeniz Bélgesi’'nde yetismekte olan musir fideleri dzellikle
Akdeniz Bolges’inde biiyiime sezonunda kuraklik, sicaklik gibi cevresel streslerle sikca
karsilasmaktadir (Tanyolag vd., 2007). Bu nedenle ekonomik verimi korumak i¢in strese
toleransl kiiltlir bitkilerinin yetistirilmesi gerekmektedir. Arastiricilar genetik iyilestirme
veya kimyasal muamelelerle stres toleransinin artirllmasina yonelik c¢aligmalar
yiriitmektedir. Bitki biiylimesini uyaran kimyasallarin bitkilere uygulanmas1 stres
toleransin1 artirmak i¢in kolay, diisiik maliyetli, distk riskli ve etkili bir yaklasimdir (He
vd., 2009; Hamdia ve Shaddad, 2010). S6z konusu kimyasallar arasinda son yillarda
ozellikle antioksidanlar ve osmotik koruyucu maddeler 6ne ¢ikmakta, askorbat, glutatyon,
prolin, trehaloz ve askorbik asit gibi bilesikler bitkilere stres sartlarinda uygulanmaktadir
(Ashraf ve Foolad, 2007; Ali ve Ashraf, 2011; Terzi vd., 2015). Bununla beraber,
insanlarda bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ve bitkilerde dogal olarak bulunan bir
antioksidan olan alfa lipoik asit (ALA)’in bitkilerdeki fonksiyonu ve stressiz veya stresli
sartlarda distan bitkilere uygulanmasimin bitki metabolizmasi tizerine etkileri konusu tam
olarak agik degildir.

Vitamin benzeri bilesik olan ALA’nin insanda yaslanmaya kars1 etkili oldugu, seker
hastalarinda ise proteinlere baglanarak proteinlerin sekerlenmesini engelledigi agikca
ortaya konmustur. Ayrica ALA’nin hem indirgenmis (dihidrolipoik asit, DHLA) hem de
yiikseltgenmis formda antioksidan Ozellige sahip oldugu bildirilmistir (Navari-1zzo ve
Quartacci, 2001). Bitkilerde igsel ALA seviyesinin bitki gelisimi ve stres toleransindaki

rolleri, literatiirde yapilan simirh sayida ¢aligmayla aydinlatilmaya galisilmistir. Ornegin,



deniz suyuna maruz birakilan bugday koklerinde DHLA iiretiminin arttigi, artan
DHLA’nin bitki kisimlarinin igsel antioksidanlarin yenilenmesini algilayabilmesi i¢in
sinyal olabilecegi rapor edilmistir (D’amico vd., 2004). Bitkilere distan ALA muamelesi ve
bu muamelenin ¢esitli cevresel streslere maruz kalan bitkilerdeki koruyucu etkileri ve stres
toleransindaki rolleri konusunda da ¢ok az calismaya rastlanmustir. Ornegin yapilan bir
calismada ALA uygulamasinin protein profilini etkiledigi bildirilmistir (Y1ldiz vd., 2015).
Hububat tiirleri {izerine yapilan bir c¢alismada ise Agrobacterium’un transformasyon
islemleri sirasinda kiiltiir ortamina ALA eklenmesinin dokularin kararmasini engelledigi ve
dokularin hayatta kalmasini artirdigi rapor edilmistir (Dan vd., 2009). Yine yapilan bir
calismada, ALA uygulamasinin kuraklik sartlarindaki misir fidelerinde stiperoksit
dismutaz, guaiacol peroksidaz, katalaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve
monodehidroaskorbat rediiktaz gibi antioksidan enzim aktivitelerini Uyarabilecegi
bildirilmesine ragmen (Giiven, 2013), ALA uygulamasinin fidelerin fotosentetik kapasitesi
tizerine etkisi konusu fizyolojik ve molekiiler seviyede incelenerek acikliga
kavusturulmamaistir.

Fotosentez aktivitesindeki degisimlerin izlenmesi i¢in en Onemli parametreler
fotosentetik pigment miktari, fotosistem 11 (PS II) ile ilgili baz1 parametreler, elektron
tasinim  hizinin  belirlenmesine yonelik klorofil fluoresans Olgtimleri, karbondioksit
fiksasyon asamasi hakkinda bilgi veren CO> analiz yontemleri ile karbondioksit fiksasyon
enzimlerinin aktiviteleridir. Klorofil a ve Kklorofil b gibi kloroplast pigmentleri
fotokimyasal reaksiyonlarda Oonemli bir rol oynamaktadirlar (Taiz ve Zeiger, 2006).
Cevresel streslerde klorofil iceriginin azalmasi pigment fotooksidasyonunun ve klorofil
degredasyonunun tipik bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Anjum vd., 2011). Toplam
klorofil igerigindeki azalma 151k yakalama kapasitesinin de azalmasina isaret etmektedir
(Abaaszadeh vd., 2007). Stres sartlarinda klorofil degredasyonu klorofilaz enzim
aktivitesinin artmasi sonucunda olusabilir (Mihailovic vd., 1997). Kuraklik sartlarinda,
fotosentezde  stomalarin ~ kapanmasindan  kaynaklanmayan  azalma,  klorofil
degredasyonunun sonucu olarak meydana gelir (Anjum vd., 2011). Bu nedenle, ALA
uygulamasinin klorofil igerigi iizerine etkisini degerlendirmek i¢in klorofil sentezine
karisan anahtar enzimlerden biri olan magnezyum selataz ile klorofil degredasyonunda rol
alan klorofilaz gen ifadelerindeki degisimler real-time PCR yontemiyle arastirilmustir.

Fotosentez aktivitesindeki degisimlerin izlenmesine yonelik diger bir parametre olan

fluoresans teknigi, PS II’nin etkinligini belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Ayrica



Klorofil fluoresansi, PS | ve PS II arasindaki enerji dagiliminin diizenlenmesi (Allen,
2002), PS 1II 151k yakalama kompleksinin yapisinin aydinlatilmas: (Hoober ve Eggink,
1999), fotosentetik elektron transportunun diizenlenmesi ¢alismalarinda (Kramer vd.,
2004) verimli bir bigimde kullanilmistir. Bununla beraber, fotosentetik CO; fiksasyonunu
dogru olarak tespit edebilmek i¢in fluoresans metodu tek basina yeterli degildir (Maxwell
ve Johnson, 2000). Bu nedenle mevcut ¢alismada fotosentez olayinda dnemli metabolik
olaylardan birisi olan CO; fiksasyonunun tespiti i¢in infrared gaz analiz (IRGA)
yontemiyle CO2/H20 degisimi Olgiilmiis, kuraklik sartlarinda ALA uygulamasimin
fotosentez iizerine etkisi aragtirilmistir.

Fotosentez aktivitesindeki degisimlerin izlenmesi igin ayrica ALA uygulanmis
fidelerdeki fotosentetik enzimlerin gen ifadesindeki degisimler arastirilmistir. Literatiirde,
ALA uygulamasinin fotosentetik enzimlerin gen ifadesindeki degisimler iizerine etkisi ile
ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bu nedenle, bir antioksidan olan ALA’nin
kuraklik stresine maruz birakilan misir fidelerinde Kklorofil fluoresansi ile gaz degisim
parametreleri  ve  fosfoenolpiriivat  karboksilaz ~ (PEPc),  ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz/oksijenaz kiigiik ve biiyiik alt {initesi (rubisco-SSU, rubisco-LSU) ve rubisco
aktivaz (Rca)’1 kodlayan genlerin ifadelerindeki degisimlerin arastiritlmasi amaglanmistir.
Kisaca, mevcut ¢alismada iki hipotez test edilmistir.

1) Kuraklik sartlarinda gaz degisim parametrelerindeki stres hasarini gésteren veriler
ALA muamelesi ile olumlu etkilenmektedir.

2) ALA, fotosentezi iyilestirmek igin fotosentezin bir¢ok farkli asamasini (PS Il
aktivitesi, karbondioksit fiksasyon enzimleri ve klorofil sentez veya degredasyon
enzimleri) etkileyebilmektedir.

Mevcut arastirmadan elde edilen veriler 1s1ginda, kuraklik sartlarinda ALA
uygulamasinin fotosentetik sistemi korumada 6nemli bir roliiniin olabilecegi konusunda
ipuglart elde edilmistir. Ayrica bu c¢alismanin ALA uygulamasinin stres hasarlarim
gidermek i¢in zirai alanlarda kullanilmasina yonelik daha sonra yapilacak tarimsal

arastirmalara da temel teskil edecegi sdylenebilir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Diinyanin birgok bolgesinde bitkiler yasam dongiileri siiresince toprak ve atmosfer

kaynakli su eksikligine maruz kalirlar. Sik sik bitkiler olumsuz biiylime sartlariyla



karsilagirlar. Bitkinin yasadigi ortam kuraklik, tuzluluk, soguma, donma ve yiiksek sicaklik
gibi bir¢ok faktorden etkilenebilir. Bu farkli olumsuz ancak her zaman 6ldiiriicti olmayan
sartlar stres olarak bilinirler ve stres biiyiime ve gelismeyi geciktirebilir, verimi diistirebilir
ve asir1 sartlarda agliga, enerjinin tiikkenmesine ve lif iiretimini baslatarak bitki 6liimiine
neden olabilir (Mattos ve Moretti, 2015).

Bitkilerin maruz kaldig1 stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye
ayrilabilir (Sekil 1). Abiyotik stres faktorleri: soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su fazlahigi,
radyasyon, ¢esitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve besin yetersizliginden; biyotik
stres faktorleri ise viriis, bakteri ve funguslar igeren patojenlerler, bocekler, otoburlar veya
bitkilere basilma gibi diger organizmalarla etkilesim sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Schulze
vd., 2005; Yilmaz vd., 2011) (Sekil 1). Biitiin bu faktorler bitkinin geligimini, hayatta
kalmasini, biyokiitle iiretimini ve {irlin verimini olumsuz yonde etkilerler (Agarwal vd.,
2006). Genellikle bir ¢esit strese baska gesit stresler eslik eder veya bu stresi bagka stresler
izler. Ornegin su kaybi nedeniyle sicaklik stresine kuraklik stresi eslik eder. Benzer sekilde
fizyolojik olarak suya ulasilamadigindan soguk stresini kuraklik stresi izler (Knight ve

Knight, 2001).
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1.3. Stres Dayaniklihgi

Bitkilerin ¢evresel streslere cevaplar1 biraz karmasiktir ve bir¢ok fizyolojik ve
biyokimyasal degisimleri igerir. Ekosistemlerdeki denge ve onlarin etkili ekonomik
kullaniminin devam etmesi, bitkilerin stres cevabinin fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmasinin ve strese karst bitkilerin direncinin anlasilmasimna dayanmaktadir
(Mundree vd., 2002). Bu direng aktif (tolereans) ve pasif (sakinma) olmak tizere iki
sekildedir ve ¢ogu bitki ikisini de birarada kullanabilmektedir (Levitt, 1980; Mundree vd.,
2002). Eger bir bitki fiziksel ya da metabolik bir engellemeyle olusan stresi disarida
birakabiliyorsa, bu olay stres sakinmasi olarak adlandirilir (Street ve Opik, 1992). Ornegin
bir bitkinin yapragi, transpirasyon yaparak i¢ sicakligini korur ve bdylece sicakliktan
sakinir. Benzer sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarini
koruyarak kurakliktan sakinabilir (Bidwell, 1974). Su eksikligi stresinden sakinma koklere
biyomas allokasyonunun artmasi, yaprak diismesi, yaprak kivrilmasi, diisik stomatal
iletkenlik ve dislama, salgilama, dokiilme ve sukkulent mekanizmalar1 uyaran tuz stresi
cevaplarimi da igerir (Levitt, 1980; Touchette vd., 2009). Asirt suya maruz kalma
sartlarinda ise etkili i¢ havalandirma ve adventif kok olusumu araciligiyla oksijen
eksikliginden sakinma etkili bir adaptasyon kriteridir (Jackson ve Armstrong, 1999).

Eger stres bitki dokular1 i¢ine girdigi halde bitkinin gerilimi ile stresin zararli ekisi
onlenirse bu durum stres toleransi olarak isimlendirilir (Ozer ve Sade, 1995). Stres
faktorleri ve bitki biiyiime ve gelisimini etkileyen cesitli biyokimyasal, molekiiler ve
fizyolojik olaylar arasindaki iliskinin karmasik olmasi nedeniyle abiyotik streslere tolerans
oldukg¢a karmasiktir (Razmjoo vd., 2008). Bir¢ok stres sartlarinda yaprak alani indeksinde
azalma, klorofil degredasyonu ve kanopi sicakligindaki artis gibi benzer semptomlar
gozlenir (Baret vd., 2007). Stres esnasinda amino asit ve karbohidratlar gibi suda
¢Oziinebilir uyumlu bilesiklerin birikimi stres tolerans mekanizmasinda etkili olabilir
(Kerepesi ve Galiba, 2000). Bir amino asit olan prolinin birikimi bitkilerde su kaybi, tuz ve
su basmas stresleri tarafindan uyarilan en sik rapor edilen modifikasyonlardan biridir ve
tam rolii tartismali olmasina ragmen stres tolerans mekanizmasina karistig1 diisiiniiliir (Yiu
vd., 2009). Ayrica K™ ve Na* iyonlarmimn dengesi ve Na*/K" orani ¢ogu streslerde bitki
toleransi i¢in hayati bir dneme sahiptir (Kerepesi ve Galiba, 2000).

Bitkisel iiretimde farkli iiriin elde edilmesinin nedeni %60-80 iklim faktorlerine

ozellikle su ve sicakliga baghidir (Levitt, 1980). Ayrica strese karsi bir bitkinin cevabi



genetik potansiyeline, strese maruz kalma siiresine ve gelisme donemine gore
degismektedir (Ozer ve Sade, 1995). Bir bitkinin baz1 kisimlar1 (tohumlar, tomurcuklar ve
dormant hiicreler) strese dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve
fideler) duyarl olabilir (Bidwell, 1974).

Stres altindaki bitkiler iizerinde calisma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Bunlardan biri bitkilerin strese kars1 reaksiyon mekanizmasinin 6grenilmesidir. ikincisi ise
tarimsal alanlarda gesitli streslere maruz kalan bitkilerin strese dayanma yeteneklerinin
Olgililmesi ve boylece daha verimli {iriin elde edilmesidir. Diinya topraklarinin % 10’undan
daha azinin tarima elverisli olmasi nedeniyle gevresel streslere dayanabilen ya da bu
streslere tolerans gosterebilen bitkiler yetistirmeye ihtiya¢c vardir. Daha dayanikli ve
toleranshi bitkiler yetistirmek icin strese dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarinin
bilinmesi gerekir (Bidwell, 1974). Strese dayaniklilik mekanizmasi bitkilerde iki sekilde
etkili olmaktadir. Bitkiler ya sahip olduklar1 onleyici mekanizmalarla stres faktorlerinin
etkinligini Onleyebilir ya da tolerans mekanizmalariyla karsi koyarak yasamlarini

stirdiirebilirler (Bidwell, 1974).

1.4. Bitkilerde Su Kaybinin Etkileri

1.4.1. Mekanik Etki

Bitki hiicrelerinden su kaybi bariz bir sekilde gerceklestiginde bitkide turgor
azalmasiyla kendini gosteren stres etkisidir (Levitt, 1980). Plazma membraninin yapisi
hiicredeki sulu ortamin bir sonucudur; bu yapt membrandaki hidrofobik fosfolipid
kuyruklarin su tarafindan itilmesiyle olusur (sivi-kat1 faz). Hiicreden su kaybiyla beraber,
membran yapisi degisiklige ugrar; fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirine yaklagir
ve membranlar kompakt bir goriintii alir (jel fazi). Bu yeni yapida membran lipidleri sivi-
kat1 fazinda oldugundan daha az kinetik enerji ile lateral ve rotasyonal harekete sahiptir. Su
kaybina bagli olarak hiicre hacmi de azalir ve plazma membrani hiicre ¢eperinden ayrilarak
plazmodesmalar aracilifiyla iligkisini siirdiiriir. Gerilim altindaki plazma membrani ve
tonoplastta gerceklesen ¢okme, yirtilmalara yol agabilir (McKersie ve Lehsem, 1994) ve
bu durum, zarlar iizerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasi ve
dolayisiyla sitoplazmanin otolizi ile sonuglanabilir (Salisbury ve Ross, 1992) Bu mekanik

etki normal hiicresel metabolizmayi genelde kalici olarak bozar.



1.4.2. Metabolik Etki

Bitkiler, metabolizmay1 stirekli, gecici, erken ve ge¢ cevap veren metabolik
degisikliklerle asamali olarak ayarlayarak strese tepki verirler. Ornegin, kuraklik, tuz stresi
ya da soguk sartlarinda rafinoz ve prolin birkag giin boyunca yiiksek seviyelerde birikirken
temel karbohidrat metabolizmasi hizla karmasik ve zamana bagli bir sekilde degisir. Baz1
metabolik degisiklikler kuraklik, tuz ve sicaklik stresinde goriiliirken digerleri spesifiktir.
Ornegin, amino asitler, sekerler ve seker alkollerinin seviyeleri genellikle farkli stres
sartlarma tepki olarak artar. Ozellikle, prolin kuraklik, tuz ve diisiik sicaklik sartlarinda
birikir ancak yiiksek sicaklik stresinde birikmez (Krasensky ve Jonak, 2012). Su kaybi
sonucunda, prolin ve diger aminoasitlerin dokularda birikimi proteinlerin yapisinda
bulunan hidrofobik ve hidrofilik aminoasitlerin su ile etkilesimlerinin bozulmasi
(Campbell, 1991) ve boylece proteinlerin par¢alanmasi nedeniyle meydana gelebilir (Bray,
1997; Kalefetoglu ve Ekmekgei, 2005). Proteinlerin pargalanmasiyla NHz gibi toksik bir
bilesik aciga c¢ikar. NHz ise bitkide metabolik dengenin bozulmasina neden oldugu gibi
suyun yukari dogru tasinmasina da engel olarak iki yonlii zarar verir (Kalefetoglu ve
Ekmekgi, 2005).

Farkli bitki tiirleri, farkli metabolitler biriktirir ve strese alismak icin belirli bir
metabolitin birikimi i¢in kesin bir gereklilik yoktur. Bazi durumlarda, belirli bir
metabolitin birikimi yerine bir metabolik yol araciligiyla degisiklik stres toleransina
katkida bulunabilir (Krasensky ve Jonak, 2012).

Bitkilerin cevrelerindeki degisime uyarlanmasi, ¢oklu yollar arasindaki hassas denge
sayesinde yeni bir hiicre homeostazi durumuna ihtiyag duyar. Hormonlar, ikincil
haberciler, fosfatazlar ve protein kinazlar, ¢cok sayida biyokimyasal ve fizyolojik siireci
diizenleyen stres kaynakli haberlesme agi igerisinde 6nemli bilesenlerdir. Absisik asit
(ABA) abiyotik stres sinyalizasyonunun ayrilmaz bir diizenleyicisidir. ABA, farkli
gevresel stres sartlarina tepki olarak hizla birikir ve ABA eksik bitkilerin stres tepkisi
degisir. ABA, stomatal kapanmay1 tesvik eder, stomalardaki agilimi terleme yoluyla su
kaybini azaltmak i¢in inhibe eder, sayisiz stresle iligkili genlerin sentezlenmesini uyarir ve
son caligsmalar stres kaynakli metabolik ayarlamalarin diizenlenmesinde bir role isaret eder
(Krasensky ve Jonak, 2012). Kuraklik stresi altinda ABA miktar1 artarken, sitokininlerin,
giberellik asit ve indol asetik asitin miktarlar1 azalir (Cirak ve Esendal, 2006).



Su kaybina bagli olarak iyon birikimi de gerceklesebilir ve bu durum membran
biitiinliigliniin ve proteinlerinin yapisinin bozulmasina yol acarak hiicreye zarar verebilir.
Kuraklik stresi sirasinda hasar goren diger yapilar DNA ve RNA gibi niikleik asitlerdir.
Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde RNAaz aktivitesi enzimin bagli durumundan
serbest duruma ge¢mesi nedeniyle artmaktadir (Kessler, 1961; Kalefetoglu ve Ekmekgi,
2005).

1.4.3. Oksidatif Etki

Bitki metabolizmasi {izerine kuraklik stresinin etkileri direkt veya dolayli olabilir.
Oksidatif stres UV 13181, patojen istilast (asirt duyarli tepki), herbisit etkisi, oksijen
eksikligi ve benzeri biyotik ve abiyotik streslerden olusan genis bir yelpazede ortaya ¢ikar.
Kuraklik ve tuz stresi genellikle serbest radikallerin 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumuna neden olur (Mattos ve Moretti, 2015). Serbest radikaller eslesmemis
elektron igeren molekiiller olup oldukga reaktiftirler. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal
tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dig
orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini arttirdig
icin, serbest radikaller kimyasal aktifligi yliksek molekiillerdir. Bu radikaller plazma
membrani, mitokondri, ER membranlarinda da normal hiicresel metabolizma iiriinii olarak
olusabilir (McKersie ve Lehsem, 1994; Mattos ve Moretti 2015). Bununla birlikte su
eksikligi sartlarinda, bitkiler su kaybini engellemek icin genellikle stomalarini kapatir. Bu
durum da fotosentezle fiksasyon i¢in gerekli CO2’nin aliminin kisitlanmasina neden olur
ve boylece kuantum verimi azalir. Fotosentezdeki elektron akseptorii NADP* kisith hale
gelir ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni indirger ve PSI’in elektronlar1 O2’ye aktarmasi
sonucunda reaktif siiperoksit radikali (O2*), iiretilir (Mehler reaksiyonu) (Tambussi vd.,
2000). Bircok tiirde kuraklik stresi altinda artan siiperoksit iiretim hiz1 lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonug olarak membranlarin biitiiniiyle zarar
gormesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Siiperoksit tek basina ¢ok fazla reaktif olmayip,
H20- ve *OH radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
Stiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak {izere tepkimesi sirasinda
(Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger ge¢is metalleri, bu
reaksiyonlart hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Fenton

reaksiyonu). Serbest radikaller hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de her iki
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etkiyi birlikte gostererek DNA, hiicresel proteinler ve lipidler iizerine de zararli etkiye
neden olurlar (Smirnoff, 1993). Yikici etkilerine ragmen ROS’lar ¢esitli ¢evresel stres
faktorlerine karsi direng dahil olmak iizere hiicresel islemlerin degismesinde ikincil
uyaricilar olarak temsil edilmektedirler. ROS’larin sinyal molekiil olarak mi rol
oynayacag1 yoksa dokularda oksidatif strese mi neden olacagi ROS {iretimi ve ROS’larin

temizlenmesi arasindaki hassas dengeye baglidir (Mattos ve Moretti, 2015).

1.5. Kuraklik Stresi, Sakinma ve Tolerans

Kuraklik genel anlamda meterolojik bir terim olup, topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donem olarak
tanimlanmaktadir. Genel olarak kuraklik stresi, topraktaki mevcut su azaltildiginda ve
atmosfer sartlarinin transpirasyon veya buharlagsma ile siirekli su kaybina neden olmasi
durumunda olusur (Jaleel vd., 2009).

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, 1988). Su eksikligi ve tuz stresi,
tarimsal {irtinlerin varligin1 devam ettirmesini ve siirdiiriilebilir gida iiretimini saglamak
icin kiiresel konulardir (Jaleel vd., 2007). Bitkiler, sinirli ¢evresel sartlara adapte olmay1
saglayacak bazi tolerans mekanizmalarina sahiptirler. (Arora ve Mohan, 2001). Kramer
(1980)’e gore bu mekanizmalar kurakliktan sakinma ve kurakliga tolerans gosterme olmak
tizere iki ana baghk altinda incelenebilir. Cogu bitkide c¢esitli kuraklik sakinma
mekanizmalar1 vardir. Bu sakinma mekanizmalarindan biri ¢ol bitkilerinde goriiliir.
Ornegin, ¢olde kisa Omiirlii olan bitkiler yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyiir ve
cogalirlar. Kuraklik periyodunda ise dormant tohumlar meydana getirirler. Diger bir
sakinma mekanizmas1 sukkulent bitkilerde goriiliir. Bu bitkiler kurakliga karsi sukkulent
dokularinda su depolayarak su kaybini en az oranda tutarlar ve bdylece uzun bir siire
canliliklarint siirdiirebilirler (Salisbury ve Ross, 1992). Ornegin herdem yesil ¢ol bitkileri
kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam ettirebilmek i¢in suda ¢6ziinebilir
maddeleri biriktirerek kurakliktan kagmirlar (Mundree vd., 2002). Diger taraftan, bitkisel

organlar arasinda stresten en c¢ok etkilenen organlardan birisi yapraklar olup, 6zel ¢evre
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sartlarina adapte olmak icin bir takim degisimler gegirirler. Ornegin, kurak ortam bitkileri
151k etkisinden korunmak ve suyu iyi bir sekilde absorbe etmek i¢in yaprak ylizeyinde tiiy,
kiitikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel yapilara sahiptirler. (Kramer, 1980).

Stresten kacginan 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 hasaria ve diisiik su potansiyeline maruz
birakildiktan sonra bitkinin canliligini devam ettiren veya biiyiliten mekanizmalari igerir.
Kuraklik stres tolerans1 hemen hemen tiim bitkilerde goriilmekle birlikte, bliylikligi tiirden
tire ve hatta tiirler i¢inde degismektedir (Jaleel vd., 2009). Kuraklik toleransina sahip
bitkiler protoplazma su kaybettigi zaman protoplazmasi yeniden su alana kadar hayatsal
faaliyetlerine devam edebilirler (Hopkins, 1995). Su hasari artarsa hiicreler turgor
durumlarmi kaybederler ve béylece hiicrelerin biiyiimesi simirlandirilir (Hasegawa vd.,
1984).

Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri de osmotik ayarlamadir
(Shao vd., 2008). Kuraklik stresinin bir sonucu olarak bitkiler, osmolitler olarak bilinen ve
turgorun devamini saglayan indirgen sekerler, prolin, betainler, trehaloz, potasyum ve
fruktan gibi bir takim maddeler sentezlerler (Kadioglu ve Terzi, 2007). Osmotik ayarlama,
kuraklik sonucu turgor 6zelligini kaybeden bitki hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarinin
yoklugunda turgoru yeniden kazanmalari ve biiylimeyi devam ettirebilmeleri igin
basvurduklar1 bir yoldur (Handa vd., 1983). Ornegin agir kurakliga maruz kalan hintdarist
fidelerinde osmotik ayarlamanin bitkilerin hayatta kalmasi i¢in veya bitki bilyliimesine
yardimci olmak igin hiicrelerin turgor durumunu koruyabilecegi rapor edilmistir (Shao vd.,
2008).

Kuraklik stresi fotosentez, solunum, translokasyon, iyon alinimi, karbohidratlar gibi
fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri etkileyerek bitki biliylimesini azaltir. Bitkilerde
kuraklik stresine dayanmak i¢in meydana gelen morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
degisikliklerin temellerinin daha iyi anlasilmasi kurak sartlarda daha iyi verim elde etmek
icin yeni bitki cesitlerini segmek veya iiretmek igin kullanilabilir. Bitkilerin kuraklik

stresine tepkileri bitki tiirline ve gelisim asamasina bagli oldugu kadar ayn1 zamanda stres
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yogunluguna ve siiresine de baglidir. Kurakliga kars1 bitki yanitlarin1 anlamak biiyiik 6nem
tasir ve aynt zmanda bitkileri strese kars1 daha dayanikli hale getirmenin temel pargasidir
(Zhao vd., 2008).

1.6. Kurakhgm Morfolojik Ozellikler Uzerine Etkileri

Kuraklik stresi bitki biiyiime ve olusumunun ilk evresinde ¢ok dnemli bir sinirlayici
faktor olarak tespit edilmistir. Kiiltiir bitkileri arasinda, su altt mahsiilii olan ¢eltik birgok
tiire gore kuraklik stresine karsi daha hassastir. Kuraklik stresiyle olusan su kaybina baglh
olarak govde uzunlugu ve bitki boyunda 6nemli indirgenmelerin oldugu kaydedilmistir.
Ormegin soyada govde uzunlugunun su eksikligi sartlar1 altinda azaldig rapor edilmistir.
Su eksikligi stresine maruz kalan limon fidelerinde bitki boyunun % 25 azaldig:
bildirilmistir. Benzer sekilde patates, Abelmoschus esculentus, Vigna unguiculata, soya ve
maydanozda sap uzunlugunun su stresi altinda indirgendigi kaydedilmistir. Su kaybi
esnasinda A. esculentus’ta bitki boyundaki azalma yaprak senesensinden ziyade hiicre
genislemesindeki azalma ile ilgilidir. Optimum yaprak alaninm gelisimi fotosentez ve kuru
madde birikimi agisindan 6nemlidir. Su stresi yaprak biiylimesini azaltir ve boylece yaprak
alamin1 birgok bitki tiiriinde tiire bagl olarak indirger. Ornegin bugdayda yaprak biiyiimesi
su stresine musir, Vigna unguiculata ve aygigeginden daha hassastir (Jaleel vd., 2009).

Su eksikligi stresi bitkilerin kok sisteminde de bazi degisiklikleri uyarabilir. Ornegin
kurakliga maruz kalan bazi bitki tiirleri veya tiirlerin varyetelerinde kok iiretiminde 6nemli
farklar sergilendigi ve dallanmig bir kok sisteminin kuru madde tiretimi igin 6nemli oldugu
ileri stirtilmiistiir. Su stresi altinda kok biiylimesinin arttigi kok kuru agirliginin ise

bitkilerde azaldig: bildirimistir (Jaleel vd., 2009).

1.7. Kurakhgmn Fizyolojik Parametreler Uzerine Etkileri
1.7.1. Su Potansiyeli ve Nispi Su Icerigi
Yaprak su potansiyeli, nispi su icerigi (NSI), stomatal iletkenlik, transpirasyon orani,

yaprak sicakligi ve kanopi sicakligi bitki su iligkilerini etkileye onemli ozelliklerdir

(Anjum vd., 2011). Stresle ilgili c¢alismalarda yaprak su potansiyelinin Olgiilmesi
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onemlidir. Biiylime periyodundaki misir bitkisinde yaprak su potansiyelinin -0,6 ile -0,7
MPa’dan diisiik olmamasi gerektigi ileri siiriilmiistiir (Padurariu vd., 1969). Ornegin,
sekerpancarinda bu deger -0,5 MPa olarak kaydedilmistir. Yaprak su potansiyeline en fazla
etki eden olaylardan biri transpirasyondur. Diger taraftan toprak su durumuna bagl olarak
yaprak su igeriginin azaldigi ve su durumundaki s6z konusu azalmalarin bitki biiyiimesini
uyaran Kimyasallarin (osmotik koruyucu bilesikler (osmoprotektanlar), antioksidanlar,
bitki biiyiime diizenleyicileri, ve giibreler gibi) bitkilere distan uygulanmasi ile giderildigi
de bilinmektedir (Ashraf ve Foolad, 2007; Terzi vd., 2015). Ornegin kuraklik stresine
maruz birakilan Arabidopsis fidelerinde yapilan bir ¢alismada, stresin etkisiyle yaprak su
iceriginin azaldigi, distan osmotik koruyucu bilesiklerden biri olan prolin uygulamasiyla
ise azalan su igeriginin bertaraf edildigi kaydedilmistir (Moustakas vd., 2011).

Su potansiyeline benzer sekilde, nispi su igerigi (Ingilizce kaynaklarda yaygin olarak
RWC,Relative Water Content olarak kisaltilir) de yapragin su durumunu ve dokunun
metabolik aktivitesini yansitan bitkinin su durumunun genel bir ifadesidir. Nispi su icerigi
bir ¢cok cevresel parametreden etkilenen transpirasyon ve topraktan su alinimi arasindaki
dengenin saglanmasina karsi olduk¢a duyarlidir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Stres
calismalarinda NSI’nin belirlenmesi olduk¢a &nemlidir. Bugday kiiltivarlar (Sairam vd.,
2001) ve aygiceginde (Sgherri ve Navari-1zzo, 1995) NSi’nin su stresinin artmasiyla
azaldig1 bildirilmistir. Stres esnasinda dayanikli irklarin nispi su igerigindeki azalisin
hassas olanlara nazaran daha az oldugu bilinmektedir. Ornegin, Pastori ve Trippi (1992),
NSI’nin iki misir irkinda kuraklik periyodu esnasinda azaldigimi ve bu azalisin hassas olan
irkta dayanikli olana gore onemli derecede fazla oldugunu rapor etmislerdir. Bugday
bitkisinde yapilan diger bir c¢aligmada da toleranshi olan kiiltivarin hassas olanla
karsilastirildiginda, stres periyodu esnasinda daha fazla NSI’ye sahip oldugu goriilmiistiir
(Sgherri vd., 2000). Sogan bitkisinde yapilan baska bir ¢aligmada ise NSi’nin kontrol ile
karsilastirildiginda % 25 oraninda azaldigi tespit edilmistir (Egert ve Tevini, 2002).

1.7.2. Lipid Peroksidasyonu

Stres etkisiyle olugan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu baglatabilir
(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 disiiniliir (Dhindsa vd., 1981-82;
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Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya ii¢ kat artabilir. Ornegin
geltik siirglinlerinde (Yordanov vd., 2000), bugday genotiplerinde (Sairam vd., 2001) ve
seker kamis1 yapraklarindaki (Smirnoff, 1993) su stresi lipid peroksidasyonunu artirir.
Ayrica, yoncada kuraklik stresi lipid peroksidasyonunu uyarabilir (Irigoyen vd., 1992).
Diger taraftan bazi ¢im bitkilerinde kuraklik esnasinda MDA igeriginin etkilenmedigi de
bilinir. Lipid peroksidasyonunun diisiik seviyede olmasi 6zellikle SOD ve peroksidaz gibi
baz1 antioksidan enzimlerin aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasinin bir sonucu olabilir
(Fu ve Huang, 2001). Ayrica, lipid peroksidasyonunun bitkilerin strese toleransi ile iligkili
oldugu bilinir. Ornegin, su stresine maruz birakilmis bugday ve misir ¢esitlerinde su stresi
sartlarinda MDA igerigi artarken hassas genotiple karsilastirildiginda strese toleransh
genotiplerde diisiikk oranda lipid peroksidasyonu meydana gelir (Pastori ve Trippi, 1992;
Sairam vd., 1998). Yine stres etkisiyle artan membran hasarlarinin bazi antioksidan ve

sinyal bilesiklerin distan bitkilere ptskirtiilmesiyle azaldig: bilinir (Moustakas vd., 2011).

1.7.3. Fotosentetik Pigmentler

Fotosentetik pigmentler esas olarak fotokimyasal reaksiyonlarda 1s1g1 yakalamak ve
indirgeyici gii¢ olusturmak i¢in olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Taiz ve Zeiger,
2006). Klorofil a ve klorofil b’nin her ikisi de toprak kurumasina karsi etkilenme
egilimindedir. Karotenoidler ise ilave rollere sahiptirler ve kuraklik hasarlarina dayanmak
icin kismen bitkilere yardimci olurlar. Lipofilik antioksidanlar grubunu temsil eden
karoteidler ROS’larin ¢esitli formlarin1 temizleyebilirler. Karotenoidler —goriiniir
spektrumun 400 ve 550 nm arasindaki bolgedeki 15181 abrorbe ederler ve yakaladiklari
enerjiyi  klorofile aktarirlar. Oksidatif hasar1 engellemek icin singlet oksijeni
temizleyebilirler ve fotosentetik aygiti korumak ve singlet oksijen olusumunu engellemek
icin triplet uyarilmig klorofil ile uyarilmis klorofili yatigtirabilirler. Bitki biiymesini ve
abiyotik stres cevaplarini etkileyen sinyal molekiillere dnciil (prekiirsor) olarak rol oynarlar
(Mattos ve Moretti, 2015).

Kuraklik klorofil a ve b ve karotenoid oraninda degisimlere neden olur (Jaleel vd.,
2009). Klorofil igeriginde azalma kuraklik stresine maruz kalan pamuk (Massacci vd.,
2008) ve Catharanthus roseus tiirlerinde rapor edilmistir (Jaleel vd., 2009). Kuraklikta
klorofil igeriginin azalmasi pigment fotooksidasyonunun ve klorofil par¢alanmasinin tipik

bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Anjum vd., 2011). Toplam klorofil igerigindeki
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azalma 151k yakalama kapasitesinin de azalmasina isaret etmektedir (Abaaszadeh vd.,
2007). Kuraklik stresi sartlarinda klorofil igerigindeki azalma oksidatif stresin tipik bir
belirtisidir. Kuraklik stresi sartlarinda stresin siiresi ve siddetine bagli olarak azalan veya
degismeyen klorofil seviyesi cesitli calismalarla rapor edilmistir. Ornegin aycicegi
varyetelerinde kurakligin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igeriginde azalmaya
neden oldugu bildirilmistir. Klorofil igerigindeki kayiplarin ise fotosentezin inaktif
olmasma neden oldugu belirlenmistir. Kuraklik sartlarinda, fotosentezde stomalarin
kapanmasindan kaynaklanmayan azalma, klorofil par¢alanmasinin sonucu olarak meydana
gelir (Anjum vd., 2011).

Su stresi altinda pigment igerigini iyilestirme stratejileri {izerine ¢alismalar sinirhidir.
Bununla beraber, brassinolidlerin, unikonazol ve metil jasmonatin artan siiperoksit
dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz aktiviteleri ve absisik asit ve klorofil igerigi ile
kuraklik hasarlarini giderdigi bildirilmistir. Diger taraftan, su stresinin tilakoidlerde reaktif
oksijen bilesiklerinin iiretimini uyararak dokudaki klorofil ve karotenoidlerin
konsantrasyonunun azaldigi bilinmektedir (Jaleel vd., 2009). Klorofilin biyosentezinde
anahtar diizenleyici bir adim olan protoklorofilitin klorofilite 1518a bagli indirgenmesi
NADPH protoklorofilit oksidorediiktaz (POR) tarafindan katalizlenmektedir (Reinbothe
vd., 1996; Thomas, 1997). Klorofil pargalanmasi ise klorofilaz tarafindan gerceklestirilir
ve enzim aktivitesi kuraklik stresi sartlarinda bitkilerde artis gosterir (Mihailovic vd.,
1997).

1.7.4. Klorofil Fluoresansi

Yaprakta yer alan klorofil fotosistem I, fotosistem I ve bu reaksiyon merkezlerinin
herbiriyle iliskili 151k yakalama kompleksleri i¢inde pigment-protein kompleksleri olarak
bulunur. Bir klorofil molekiilii 15181 absorbe ettiginde bir elektronu temel durumdan
uyarilmis duruma gelir. Klorofil molekiillerinin absorbe ettigi bu 151k enerjisi fotosentetik
islemleri yiiritmek i¢in kullanilir. Fazla enerji ise 1s1 olarak dagitilir ya da klorofil
fluoresansi olarak adlandirilan kirmizi 151k olarak yansitilir. Bu islemler es zamanli olarak
meydana gelir ve bir tanesinin etkinligindeki artis, diger ikisinin verimliligini azaltir. Bu
sebeple klorofil fluoresansin verimliligini 6lgerek fotokimyasal etkinlik ve 1s1 dagilimi
hakkinda bilgi edinmek mimkiindiir (Maxwell ve Johnson, 2000). Klorofil fluoresansi,

fotosistem II aktivitesinin bir dl¢limiidiir ve bitki fizyolojisinde yaygin olarak kullanilan bir
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tekniktir. Diisiik maliyet ve veri toplama kolaylig1 da saglayan PSII aktivitesi abiyotik ve
biyotik faktorlere duyarlidir ve bu nedenle, fotosentetik mekanizmalar1 ve ayn1 zamanda
bitkilerin ¢evre degisimine nasil tepki verdigini daha iyi anlamak ic¢in Onemli bir
belirleyicidir (Murchie ve Lawson 2013).

Fotosentez 151k reaksiyonlar1 ve karbondioksit fiksasyon reaksiyonlari olmak iizere
iki ana reaksiyondan olusur. Cogu su eksikliginde, enerji aktarilmasinda azalma olmasina
ragmen, anten klorofillerinin uyarilmasi ve fotosistem II reaksiyon merkezi korunur. Agir
bir stres olmadikca genellikle su stresi altinda karanliga adapte olmus yapraklarda Fv/Fm

olarak 6lgiilen fotosistem II’nin etkinligi bozulmaz (Tezara vd., 1999).

1.7.4.1. Klorofil Fluoresans Analizinin Esaslari

Karanlik bir periyottan sonra bir yapraga fotosentezi yiiriitmek i¢in yeterli 151k
uygulandiginda, tilakoid membranda genellikle elektron tagmiminin indirgenmesinin
sonucu olarak klorofil fluoresans seviyesinde gegici bir (genellikle birka¢ saniye) artig
meydana gelir. PSII’deki 6zel bir klorofil olan Pego suyun pargalanmasindan tiiretilen bir
elektronu ilk akseptdr feofitin aracilifiyla elektron alict QA’ya (bagli bir kinon) firlatir.
Bununla beraber QA, elektronunu diger bir tasiyict olan QB’ye aktarana kadar Peso’den
diger bir elektronu kabul edemez. Bu durumda reaksiyon merkezinin “kapali” oldugu
diisiiniiliir. Isik yogunlugu veya sicaklik gibi yaygin sartlara bagl olarak reaksiyon merkezi
daha az veya daha cok oranda kapali kalabilir. Kapanig PSII’nin kuantum etkinliginde
kag¢inilmaz bir azalisa neden olur (Murchie ve Lawson, 2013).

Aktinik 151k uygulamasindan sonra fluoresanstaki ilk artisin ardindan fluoresans
sinyali birka¢ dakika stireyle azalir (Krause ve Weis, 1991). Bu olay “S6énme (quenching)”
olarak adlandirilir ve fluoresans sinyalinin s6nmesi birkag olusumun (proses) biraraya
gelmesiyle gerceklesir. Bunlarin ilki fotosentez olusumunun 1sikla aktiflesmesidir.
Ozellikle, stroma ve sitosolde metabolit havuz hacminin artmasi gerekir ve Calvin
dongiisliniin anahtar enzimleri tam aktiviteyi saglamak i¢in aktivasyona ihtiya¢ duyar
(Buchanan ve Balmer, 2005). Karanlik ortam sicaklifinda bu islem tiir ve ortamdan
kaynaklanan biiyiikk miktarda varyasyona bagli olarak birka¢ dakika veya daha uzun siire
devam edebilir. Diger bir faktor rubisco icin CO2’in temin edilmesini artiran stomalarin
acilmasidir. Stoma fotosentetik olaylardan daha biiyiik bir derecede yavas ag¢ilma kapanma

egilimindedir (Lawson vd., 2012). Tim bu islemler tilakoidlerdeki 1s18a bagimh
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islemlerden tiirevlenen elektronlar i¢in havuzun kullaniminin artmasini saglar ve
fotosentez islemiyle sonmeye katkida bulunur ve bu durum fotokimyasal sonme (qP)
olarak adlandirilir (Murchie ve Lawson, 2013).

Ikincisi klorofilin uyarilma enerjisinin 1styla dagilimi ig¢in sabit oranda
isiklandirmada ani bir artis vardir. Bu ise fotokimyasal olmayan sénme (NPQ) olarak
adlandirilan bir parametre kullanilarak oSlgiiliir. Bu, klorofil igeren komplekslerdeki agiri
uyarilma enerjisini uzaklastiran fotokoruyucu bir islemdir ve zararli serbest radikal olugsma
ihtimalini engeller. Bu tip sonme hem fluoresans hem de fotokimyasal sonme ile yarisir ve
mevcut sart ve tiire bagl olarak onemli seviyelerde klorofil uyarilma enerjisini dagitmak
icin bir 'giivenli' mekanizma gorevi goriir (Demming-Adams ve Adams, 2006). NPQ islemi
tilakoid liimende proton birikimi nedeniyle tilakoid limenin asitlesmesi ile diizenlenir.
Ayrica, diizenleyici protein PsbS'yi ve ksantofil dongiisiinde violaksantinin zeaksantin'e
dontistiriilmesini de igerir (Li vd., 2002; Kiss vd., 2008; Murchie ve Niyogi, 2011).
Ksantofiller NPQ’da kritik rol oynayan karotenoidlerdir. Violaksantinin zeaksantine
dontigimii  tilakoid liimenin asitlesmesiyle violaksantin de-epoksidaz enziminin
aktiflesmesi sonrasinda 1sikta belirlenir. PsbS’nin protonlanmasi ve zeaksantin olusumu
PSIl anteninde komformasyonel degisimlere neden olur ve boylece PSII antenindeki
uyarilma enerjisinin sdnmesi uyarilir (Ruban vd., 2012).

Kapsamli bir kavram olan klorofil fluoresans analizi, tilakoid zar igerisinde klorofilin
tim enerji dagilimini olusturan bilesenleri ayirmamizi saglar. Onceki teknikler
fotokimyasal sonmeyi gidermek icin PSII’deki elektron taginimini engelleyen herbisit gibi
kimyasallarin uygulanmasini i¢eriyordu. Boylece herbisit uygulamadan 6nce fotokimyanin
ne oldugunun isareti elde ediliyordu. Bu rutin olarak pratik olmadigindan dolay1 herbisit
uygulanmasi siiresince tiim PSII reaksiyon merkezlerini gegici olarak kapatan kisa (1
saniyeden kiigliik) c¢ok parlak doyurucu flag 1s18mnin uygulanmasimi igeren teknikler
gelistirildi. Flaglar sirasinda reaksiyon merkezleri kapandi ve boylece fotokimyasal
sonmenin seviyesi etkili bir sekilde sifirland1 ve sadece fotokimyasal olmayan islemler
kaldi. Doyurucu flas 15181/sinyal temel ilkesi fluoresansin herhangi bir fotokimyasal sénme
olmadan var olana karsilik gelen bir seviyeye yiikselmesidir (Murchie ve Lawson, 2013).

Karanliga adapte olmus bir yapraga doyurucu sinyalin uygulanmasi reaksiyon
merkezini kapatarak fluoresansin maksimum degerini uyarir. Bu noktada, saglikli stres
gecirmemis bitkilerde NPQ yoktur ¢linkii materyal tamamen karanlifa adapte olmustur.

Boylece fluoresans i¢in maksimum olasi deger olan Fm (maksimum fluoresans) kaydedilir
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(Murchie ve Lawson, 2013). Maksimum fluoresans (Fm), 1siktaki duragan fluoresans (Ft)
ve fotosentetik 15181n olmadig1 fluoresans (Fo) ile karsilastirilirsa, fotokimyasal azalmanin
etkinligi ve PSII performansi hakkinda bilgi verir (Maxwell ve Johnson, 2000). Fo ve Fm
arasindaki fark degisken fluoresans olarak adlandirilan Fv’dir. Teorik ve deneysel olarak
Fv/Fm, PSII kimyasinin maksimum kuantum veriminin gii¢lii bir gostergesidir. Stressiz
yapraklarda Fv/Fm degeri ~0.83 gibi oldukga sabittir ve fotosentezin maksimum kuantum
verimi ile iligkilidir. PSII’nin inaktivasyon hasarina (genellikle fotoinhibisyon olarak
adlandirilir) neden olan herhangi bir stres tipinin varlig1 veya siirekli sonme indiiksiyonu
Fv/Fm’nin diismesine neden olur. Karanlik adaptasyonunun uygun periyodunu takiben
Fv/Fm’nin Olgiilmesi yapraklardaki stresi 6lgcmek i¢in en yaygin tekniklerden biri olarak
kullanilir (Murchie ve Lawson, 2013).

Karbondioksit indirgenme yollari, fotosentetik fotosistemler ve elektron taginim
sistemi dikkate alindiginda PSII fotosentetik aygitin en fazla 1siya duyarli elemanidir (Song
vd., 2014). Fluoresansdaki sénmenin fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan bilesenlerini
acike¢a ayirmak, klorofil fluoresansini dlgerek bitkilerin fotosentetik performansini anlamak
icin onemlidir. Maksimum fluoresans seviyesi NPQ’deki degisimle, degisiklige maruz
kalmasina ragmen, NPQ tamamen inhibe edilemez ve klorofil fluoresansinin verimi NPQ

olmadan 6l¢iilemez (Saglam, 2011).

1.7.5. Fotosentez

Fotosentez su stresine cevap olarak en fazla etkilenen fizyolojik olusumlardan biridir
(Pinheiro ve Chaves, 2011). Kuraklik stresi sartlarinda stomatal ve stomatal olmayan
sinirlamalar nedeniyle fotosentez orani azalabilir. Susuz topraklarda su kaybini azaltmak
icin meydana gelen ilk cevaplardan biri transpirasyonun da azaltmasina neden olan
stomatal kapanmadir. Kuraklik sirasinda bitkilerin stomalarim1 kapatmalarina neden olan
iki temel etken, hidrolik sinyaller (yaprak su potansiyeli, hiicre turgoru) ve kimyasal
sinyaller (absisik asit)’dir. Koklerde sentezlenen ve transpirasyonla bekgi hiicrelerine
taginan absisik asit, kuraklik stresi sartlarinda stomalarin kapanmasini saglar. Stomalarin
kapanmasinda, yaprak su potansiyeli ve hiicre turgorunun azalmasi etkili olmakla birlikte
son yillarda yaprak su potansiyelinde bir diisme olmaksizin stomatal iletkenligin azaldig
belirlenmis ve boylece stoma kapanmasinin yapraktaki su potansiyelinden ¢ok topragin su

potansiyeline bagl oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica, yapilan galismalarda hidrolik ve
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kimyasal sinyal tipleri arasinda bir etkilesimin olduguna dair kanitlar elde edilmistir
(Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005). Diger taraftan stomatal kapanma fotosentez i¢in CO2’nin
mezofil hiicrelerine girisini smirlandirir (Cornic, 2000; Grassi Ve Magnani, 2005; Flexas
vd., 2006). Hafif su stresi altinda stomatal sinirlama azalan fotosentezin ana nedenidir
(Anjum vd., 2011).

Agir su stresi altinda bazi bitkilerde fotosentez biyokimyasal inhibisyon ve metabolik
siirlamalar (stomatal olmayan) yiiziinden azalir (Anjum vd., 2011). Agir su stresine maruz
birakilan bitkilerden izole edilen kloroplastlarda fotosentetik elektron transportu ve
fotofosforilasyon kapasitelerinin azaldigi gorilmustiir. Fotosentetik elektron zincir
reaksiyonlarmin inhibisyonu reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna ve boylece fotooksidatif
hasara neden olabilir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde Kkloroplastlardaki iki
fotosistemin ve Ozellikle de PSII'nin reaksiyon merkezinde yer alan DI ve D2
proteinlerinin etkilendigi gosterilmistir. Bitkiler stres durumunda D1 proteininin igerigini
sabit tutacak bir onarim sistemine sahip olduklarindan hafif siddetli stres sartlarinda yapim
hizinin yikim hizina yakin olmasi nedeniyle PSII’'nin D1 igeriginde biiytlik bir degisiklik
meydana gelmez. Agir bir stres durumunda ise D1 proteininin sentezi sinirlt hale gelir ve
once D1 proteini, sonra D2 proteini ve son olarak da tiim PSII pargalanir.

Fotosentezin stomatal olmayan sinirlanmasi; kloroplast lipidlerinin, pigmentlerinin
ya da proteinlerinin oksidatif olarak hasar gormesiyle iliskili olabilir. Bitkilerde
fotosentetik kapasite, ortamin 151k yogunlugu ve nispi su igeriginin degisimine bagli olarak
da etkilenmektedir. Bununla beraber, karbondioksit fiksasyon reaksiyonlari iizerine su
stresinin inhibitér etkisi stomalarin kapanmasi nedeniyle karboksilasyon bolgesine
atmosferden CO. girisinin azalmasi ve fotosentezde rol alan Onemli proteinlerin
parcalanmasi ile ilgilidir (Lawlor ve Cornic, 2002).

Su stresi protein sentezini, protein par¢alanmasini veya denaturasyonunu artirarak
protein devri (turnover) ile ilgili baz1 metabolik degisimleri uyarir. Ornegin karbondioksit
fiksasyon reaksiyonlarindaki anahtar enzim ve diinyada en bol bulunan protein, ribuloz 1,5
bifosfat karboksilaz/oksigenazin inaktivasyonu su stresi altinda fotosentezin stomatal
olmayan sinirlamalarina katki saglar (Lawlor ve Cornic, 2002; Demirevska vd., 2008).
Rubisco 55-56 kDa agirliginda 8 biiyiik alt tinite ve 14-16 kDa agirhiginda 8 kiigiik alt
tiniteden olusur. Biiyiik alt {inite yiiksek bitkilerde kloroplastlardaki rbcL tarafindan, kiigtik
alt iinite ise nuklear rbcS tarafindan kodlanir. Su stresi de dahil olmak tizere farkli ¢evresel

sartlar altinda rubisco aktivitesi ve miktarinin nasil regiile edildigi heniiz ortaya
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konulmamustir (Zhang vd., 2013). Ornegin ¢esitli ¢alismalarla su stresinin bazi metabolik
hasarlara 6zellikle rubisco aktivitesi ve protein iceriginde azalmalara neden oldugu rapor
edilmistir. Bununla beraber, uzun siireli su stresine aklimasyon (alisma) gosteren aycigegi
bitkilerinde rubisco igeriginin arttig1 da kaydedilmistir (Pankovi’'C vd., 1999). Rubisco’nun
regiilasyonunu arastirmak hem miktar1 (parcalanma ve sentez) hem de aktivite degisimi
nedeniyle zordur (Lawlor ve Tezera, 2009). Genellikle, su stresi altinda rubisco
aktivitesinin azalmasinin nedeni rubisco aktivasyonunda rol oynayan rubisco aktivaz, ATP
eksikligi, rubiloz 1,5 bifosfat (RuBP) miktarinin azalmasi ve kloroplastlarda CO:
seviyesinin diigmesi (diisiik kloroplast CO2 konsantrasyonu) ile ilgilidir (Lawlor ve Tezera,
2009; Pinheiro ve Chaves, 2011). Yiiksek yapil1 bitkilerde fotosentez oran1t RuBP sentezi
kadar rubisco aktivitesine baghdir (Reddy vd., 2004).

1.8. Yiiksek Bitkilerde Fotosentetik Gen ifadesi

Fotosentez yiiksek bitkilerin ve alglerin kloroplastlarinda 15181 biyolojik enerjiye
doniistiiriir. Fotosentetik elektron tasinmasi ve Calvin-Benson dongiisii nuklear genomun
ve de Kloroplastlarin kodladigi pek ¢ok gen iirliniine ihtiya¢ duyar. Her iki bolimdeki
genlerin ifadesi oldukga aktiftir ve farkli faktorler tarafindan etkilenir. Isik, kloroplast ve
nukleustaki fotosentetik gen ifadesini diizenleyen primer cevresel belirleyicilerinden
biridir. Isik ayni zamanda fitokrom gibi fotoreseptorler aracilifiyla fotosentetik genleri
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel seviyede regiile eder. Fotosentetik gen ifadesini
etkileyen diger olusumlar (prosesler) fotosentetik aktivite, gelisim ve biyotik ve abiyotik
streslerdir. Nukleustan kloroplasta (anterograde) ve kloroplasttan nukleusa (retrograde)
sinyaller farkli boliimler arasindaki bir¢cok fotosentetik genin koordineli olarak ifadesini
saglarlar. Nukleustan kloroplasta iletilen sinyaller sigma faktdrleri ve RNA-baglama
proteinleri gibi nuklear kodlu transkripsiyonel ve post-translasyonel regiilatorleri igerir.
Kloroplasttan nukleusa iletilen sinyaller nukleustaki fotosentetik genlerin ifadesini
etkilemek icin fotosentetik elektron tasinmasi ve redoks sinyali gibi fotosentetik olusumlari
kullanirlar (Berry vd., 2013).

Kloroplast tarafindan kodlanan genler; rbcL, (rubisco biiyiik alt tinitesi), psaA-C, 1,
(Fotosistem | unsurlari), psbA-N, Tc,Z (fotosistem Il unsurlar), petA (sitokrom f), petB
(sitokrom b6), petD (sitokrom b6f kompleksinin 4 alt unitesi), pet G,L (sitokrom b6f
kompleksinin 4 kDa alt iinitesi), atpF,H,l (Cfo ATPaz alt tiniteleri), atpA,B,E (CF1 ATPaz
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alt tniteleri), rpl, rps (ribozomal proteinlerin biiyiikk ve kiiglik alt tiniteleri) dir. Nukleus
tarafindan kodlanan fotosentetik genler ise rbcS (rubisco kiigiik alt tinitesi), Rca (rubisco
aktivaz), PsaD-H,K,L,N,O (fotosistem I unsurlar1 (kompenentleri)), Lhcal (cabl)-6 (PS
I’in anten pigment proteinleri), PsbO-Tn,U, W-Y (fotosistem Il unsurlari), Lhcbl (cabll)-6
(PS II’in anten pigment proteinleri), PetC (sitokrom b6f kompleksinin demir siilfiir protein
alt tinitesi), PetM (sitokrom b6f kompleksinin 4 kDa alt tinitesi), PetE (plastosiyanin), PetF
(plastid ferrodoksin), PetH (ferrodoksin-NADPH oksidorediiktaz), AtpC,D (CFy alt
tiniteleri, (y, 8) stromal domain) ve AtpG (CFo alt tinite II (transmembran domaini)’dir
(Berry vd., 2013). Fotosentezdeki artis ribuloz 1,5 bifosfat karboksilaz aktivitesinin
artmasiyla meydana gelebilir. Rubisco fotosentezin kontroliinde kritik bir rol oynar ve
kloroplast genomundaki tek bir gen (RBCL) tarafindan kodlanan sekiz biiyiik alt iinite ve
nukleus multi-gen ailesi (RBCS) tarafindan kodlanan sekiz kiigiik alt {initeden olusur.
Rubisco sentezindeki degisimler ¢esitli i¢ ve dis sinyallere cevap olarak RBCL ve RBCS
transkript miktarlarindaki degisimlerle agiklanabilir (Chen vd., 2011).

Stres altindaki bitkilerde fotosentetik fizyolojinin cevabinin ve ilgili gen ifadesinin
lyice anlagilmasi bitkilerin strese dayaniklilik mekanizmasi gelistirilmesine ve iklim
degisikliklerinin kiiltiir bitkilerindeki olumsuz etkilerinin smirlandirilmasina yardimei
olabilir (Zhu, 2016). Birgok c¢alismada stresin elektron tasimim sistemi, fotosistemler,
pigmentler, fotosentezle ilgili enzim aktiviteleri, gen ifadesi, gaz degisimleri ve klorofil
fluoresansi tizerine etkileri bitkilerde kaydedilmistir (Li vd., 2009; Song vd., 2014). Calvin
dongiisiinde fonksiyonu olan bazi genlerin sicaklik gibi abiyotik stres sartlarinda farkli
sekilde ifade edildigi, rubiloz bifosfat karboksilaz/oksigenaz aktivaz (Rca)’in 6nemli
derecede up-regiile edildigi digerlerinin ise down-regiile edildigi bildirilmistir (Song vd.,
2014). Ozon stresine maruz birakilan musir fidelerinde ise pigmentlerin ve C4-
fosfoenolpiriivat karboksilaz (C4-PEPc)’yi kodlayan transkriptlerinin azaldigi, ribuloz 1,5
bifosfat karboksilaz/oksigenaz kiiciik ve PEPC proteinlerinin daha az azaldigi tespit
edilmistir (Leitao vd., 2007).

1.9. Alfa Lipoik Asit

Alfa-lipoik asit (ALA,; tioktik asit, 1,2 ditiyolan-3 pentanoik asit), iki siilfiir molekiilii
bulundurmasi sayesinde canlilar1 oksidatif stresten korumada etkilidir. ALA ¢esitli

Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerde mevcuttur. Trikarboksilik asit dongiisii
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reaksiyonlarinda gorevli piriivat dehidrogenaz kompleksi (PDC) ve 2-oksoglutarat
dehidrogenaz kompleksi (OGDC) ile 16sin, izolésin ve valin amino asitlerinin
metabolizmasini kataliz eden dallanmis zincirli a-ketoasit dehidrogenaz kompleksi gibi
bazi multienzim kompleksleri igin gerekli bir kofaktordiir (Yasuno ve Wada, 1998;
Gueguen vd., 2000). Dolayisiyla, ALA bitkilerde solunum ve dolayli olarak karbondioksit
fiksasyonu ve azot asimilasyonunda rol oynamasi bakimindan onemlidir (Taylor vd.,
2004). ALA suda veya yagda calisan diger antioksidanlarin aksine hem suda hem de yagda
calisabilmektedir. Ayrica diger antioksidan maddelerden farkli olarak hem indirgenmis
(dihidrolipoik asit, DHLA) hem de yiikseltgenmis (lipoik asit) formda antioksidan
ozelligini gii¢lii bir sekilde koruyabilmektedir (Navari-1zzo ve Quartacci, 2001). ALA ve
DHLA gii¢lii bir antioksidan olarak dort farkli role sahiptir. Bunlardan biri, siiperoksit,
hidroksil radikali, peroksil radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerini
temizlemeleridir (Packer vd., 1995). Ikinci rolii, organizma stres sartlarinda glutatyon,
askorbat, tokoferol, vitamin C ve vitamin E gibi antioksidanlar1 kullandiginda, yan
tiriinlerden antioksidanlar1 tekrar olusturabilmeleridir (Packer vd., 1997; Navari-l1zzo ve
Quartacci, 2001). ALA ve DHLA’nm ii¢ilincii rolii metaller ile selat olusturma kapasitesine
sahip olmalaridir. Dordiincii rolii ise okside olmus proteinleri bile tekrar eski hallerine
dontistiirebilmeleridir (Navari-1zzo Ve Quartacci, 2001; Navari-1zzo vd., 2002). Béylece,
ALA diger antioksidanlardan ¢ok daha farkli ve istiin bir 6zellige sahiptir. ALA insanda
seker hastaligi, katarak olusumu, HIV aktivasyonu, sinir tahribat1 ve radyasyon hasar1 gibi
birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Packer vd., 1995). Kuraklik, asir1 bakir ve
tuzluluk sartlarinda lipoik asitin 6zel bir 6nemi oldugu bilinmektedir (Sgherri vd., 1993;
Sgherri vd., 2002; Sgherri vd., 2007; Perez-Lo pez vd., 2010). Bununla beraber, bitkilerde
distan uygulanan ALA’nin stres hasarlarin1 gidermesine yonelik calismalar oldukca

siirlidir.

1.10. Miusir Hakkinda Genel Bilgiler

Misir, Poaceae familyasina ait monokotiledon bir bitkidir. Poaceae familyasi
igerisinde ¢igeklenme bigimi bakimindan diger tiirlerden farklidir. Cigekleri monoik yapida
olup, erkek (tepe puskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni bitki {izerinde fakat farkli yerlerde
bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu olup diploid bir bitkidir. Misir, genis

adaptasyon kabiliyeti nedeniyle Diinya’nin farkli bolgelerinde kiiltiirii yapilabilmektedir.
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50° kuzey enleminden 50° giiney enlemlerine, deniz seviyesi ile 3000 m’ye kadar olan
yiiksekliklerde ve ayrica birgok toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir (Morris, 2002).

Musir, genis bir kullanim alani olmasi nedeni ile diger tahillara gére oldukca farkli
bir konuma sahiptir. Igerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan hem de hayvan
beslenmesinde kullanilabilmektedir. Hayvan beslenmesinde yem hammaddesi olarak
kullanilan musir, insan beslenmesinde ise dogrudan kullaniminin yani sira birgok gida
maddesinin tiretiminde hammadde olarak kullaniimaktadir. Misir danesinin yapisinda ticari
degere sahip birgok kimyasal bilesik vardir. Olgun bir danede % 70-75 nisasta, % 8-10
protein ve % 4-5 yag icerir (Earle vd., 1946). Misir, nisasta protein ve yag kaynagi olarak
kullanilmasinin disinda diger birgok kullanim alanlari (glikoz; iceceklerde ve regel
yapiminda, etanol; biodizel yakit, plastik yapiminda ve bunun gibi) ile de dikkat
¢cekmektedir. Birgok kullanim alami nedeniyle bugiin; kogan uzunlugu ve sekli, tane
biyiikligi ve sekli, dane rengi, yapisi, aromasi ve lezzeti, pisirim kalitesi, endospermi,
yag, protein ve nisasta igerigi gibi birgok farkli ozelliklere sahip farkli misir gesitleri
yetistirilmektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Alfa Lipoik Asit Uygulanmasi

Misir (Zea mays L.) tohumlar1 “Karadeniz Tarimsal Aragtirma Enstitlisii’'nden” temin
edildi.

Yiizey sterilizasyonu yapilan 10’ar adet tohum, cift katli 1slak filtre kagidi igeren
petri kaplarinda ¢imlendirildi. Istk yogunlugu (400-430 pmol m?s™?), sicaklik (18-20 °C)
ve nem (% 50-70) kontrollii biiyiime odasinda, ¢imlenmeden bir hafta sonra, fideler
Hoagland besin soliisyonu igeren plastik saksilara aktarildi (Epstein, 1972). Aktarmadan 1
hafta sonra, iki haftalik olan fideler, % 20 polietilenglikol (PEG6000) i¢eren -0.6 MPa’lik
kuraklik stresine 24 saat maruz birakildi. % 20 PEG i¢ermeyen grup kontrol grubu olarak

diizenlendi.

Farkli konsantrasyonlarda (2,5, 12, 24 ve 50 uM) hazirlanan ALA kuraklik stresine
maruz birakilan bitkilerin bulundugu Hoagland Besin Soliisyonu igerine uygulandi. Her bir
uygulama i¢in en az dort saksi, dort tekrarli olacak sekilde diizenlendi. ALA uygulama
seklinin belirlenmesi i¢in asagida belirtilen analizler yapildi ve elde edilen bulgulara gore
en etkili ALA konsantrasyonu belirlendi. Belirlenen konsantrasyon kullanilarak yukaridaki
gibi biiyiitiilen bitkilere stressiz sartlarda ALA uygulamasinin yapildig: ek bir deney grubu
ilave edildi. Boylece asagidaki sekilde dort farkli deney grubu olusturuldu:

¢ Hoagland besin soliisyonu

¢ Hoagland besin soliisyonu + PEG

¢ Hoagland besin soliisyonu + ALA

¢ Hoagland besin soliisyonu + PEG + ALA
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2.2. ALA Uygulama Seklinin Belirlenmesi icin Yapilan Ol¢iimler

2.2.1. Su Durumu

ALA uygulamasimin su durumu iizerine etkisini belirlemek icin nispi su icerigi (NSI)
olgtimleri gergeklestirildi. Bitki yapraklarindan numuneler alind1 ve nispi su igerigi tayini
Castillo (1996)’a gore yapildi. Bitkilerin yapraklarin taze agirliklar: 6l¢iildiikten sonra gece
boyunca suda bekletilerek turgid agirliklari alindi. Daha sonra 80°C’ye ayarli firinda
bekletilerek kuru agirliklart kaydedildi ve asagidaki formiilde yerine koyularak nispi su
ierikleri (NSI) belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze agirhk-Kuru agirhik/Turgid agirlik-Kuru agirlik)x 100

2.2.2. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid
igerigine dayanarak Heath ve Packer (1968), metodunu takiben olgiildii. Ekstraksiyon %
0.1 trikloro asetik asit (TCA) igerisinde yapildi. Homojenat 15 000 x g de 5 dak santrifiy
edildi. Siipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbutirik
asit (TBA) ilave edildikten sonra, slipernatantin absorbanst 532 nm de kaydedildi. 600 nm
de spesifik olmayan absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan cikarildi. Elde edilen sonug
formiilde (A = E.c.1) yerine konularak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu hesaplandi.
Lipid peroksidasyonu verileri, PRO muamelelerinin membranlari koruyup korumadigini

belirlemek amaci ile olgiildii.

2.2.3. Klorofil I¢erigi

Klorofil a ve b miktari, Arnon (1949) metoduna gore belirlendi Kesilmis taze
yapraklar iyice parcalandi ve gece boyunca % 80 asetonda -10°C’de bekletildi. Ekstrakt
14000 g’de 5 dak santrifiij edildi ve siipernatantin absorbansi1 480, 645 ve 663 nm’de
olgildi.
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2.2.4. Gaz Degisim Parametreleri

Net CO; asimilasyon orani (A), transpirasyon (E), sub-stomatal iletkenlik (Ci) ve
stomatal iletkenlik (gs) gibi gaz degisim parametrelerini 6lgmek igin fotosentez sistemi (LI
6400-XT Licor, Lincoln, USA) kullanilarak 20+2 °C sicaklikta oOl¢iildii. Cember
igerisindeki fotosentetik foton akis yogunlugu, hava akis yogunlugu ve nispi nem sirasiyla
1000 pmol m—2s-1, 500 umol s-1 ve %50-60 olarak ayarlandi. Cihazla biitiinlesik bir CO2
karistiricist sayesinde CO2 konsantrasyonu kontrol altinda tutuldu. Yaprak sisteme
yerlestirildikten sonra, CO2 konsantrasyonu 400 pmol CO2 mol-1 degerine ulasana kadar
en az 30 dakika CO2 degerleri alind1. Olgiimler yaklasik ii¢ saat i¢inde tamamlandu.

2.3. Klorofil Fluoresans Analizleri

Yapraklarin klorofil fluoresans degerleri ticari olarak gelistirilmis bir fluorometre
sistemi ile Genty vd., (1989)’a gore elde edildi. Bu sistem ile PSII deki asir1 yiikklenmenin
1s1 ile dagitilmast sonucu klorofil fluoresansinin ne oranda azaldigimi ifade eden
fotokimyasal olmayan sonme (NPQ), fotokimyasal sénme (gP), PSII nin maksimum
kuantum etkinligi (Fv/Fm), PS II fotokimyasal kuantum verimi (®psi) ve elektron transfer
hiz1 (ETR) gibi parametreler ol¢iildii. Boylece ALA uygulamasinin PSII’nin fotokimyasal

etkinligini nasil degistirdigi konusunda degerlendirmeler yapildi.

2.4. Karbondioksit Fiksasyon Enzimlerinin Gen ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Karbondioksit fiksasyonuna karisan rubisco, fosfoenolpiriivat karboksilaz ve rubisco
aktivaz enzimlerini kodlayan genlerin ifade seviyelerindeki degisimler real time PCR

yontemiyle belirlendi.
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2.4.1. Rubisco, PEPc ve Rca Gen Ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

2.4.1.1. RNA izolasyonu ve cDNA Olusturulmasi

Toplam RNA izolasyonu igin taze ya da -80°C’de saklanan numunelerden 0,1 g
kullanildi. S1v1 azot ile dondurulan 6rnekler, doku homojenizatorii ile pargalandiktan sonra
Toplam RNA Izolasyon kiti (Quiagen RNeasy Plant Mini Kiti (Cat. No: 74904)
kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA oOrneklerinin miktar1 ve
safligi nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000, Amerika) ile
ol¢iildii. Miktart ve saflig1 belirlenen toplam RNA o6rnekleri cDNA eldesi i¢in -80 °C’de
saklandi.

Izole edilen toplam RNA o6rneklerinden grup basina 2000 ng olacak sekilde cDNA
eldesi gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in Applied marka (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit 4368814, Applied Biosystems) cDNA sentez kiti kullanildi. Sentezlenen
c¢DNA’lar Real Time PCR analizleri gergeklestirilene kadar -20°C’de saklandi.

2.4.1.2. Kantitatif Real-Time PCR Olc¢iimii

Elde edilen cDNA’lar, gen ifadelerinin belirlenmesi i¢in Real Time PCR
analizlerinde kullanildi. Analizler i¢in 5x HOT FIREPol Eva Green qPCR Supermix (08-
36-00008, Solis Biodyne) ve CFX Connect Real Time PCR System (BioRad) cihazi
kullanildi. RT-PCR islem basamaklar1 ise Solis Biodyne talimatlar1 modifiye edilerek;
95°C’de 12 dakika, 95°C’de 15 saniye 45 dongii, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye,
melt curve i¢in 65°C’den 95°C’ye 0.5°C’lik artislarla olacak sekilde gerceklestirildi. Her
biyolojik tekerriir 3 teknik tekerriir seklinde analiz edilerek ve ortalama teknik hata 0,5(x1)
Cq values olacak sekilde kabul edildi. Islem basamaklari Tablo 1°de verildi. Karbondioksit
fiksasyonunda fonksiyonu olan rubisco-SSU, rubisco-LSU, PEPc ve Rca genlerinin
anlatim diizeylerini incelemek igin s6z konusu genlere 6zgii primerler ile referans olarak
AKTIN 1 genine ait primer kullanildi (Tablo 2). Real Time PCR kullanilarak es zamanl
olarak ALA uygulamasindan sonra gen ifadesi seviyesindeki degisimler takip edildi. Elde
edilen bulgular Aktin genine gére normalize edilerek nispi gen ifadesi seklinde ifade
edildi.



Tablo 1. Rubisco, PEPc ve Rca gen ifade seviyeleri i¢in RT-PCR islem basamaklari

95°C 15sn 44

65 -95°C’ler aras1 0,5°C’lik artiglar -

5 sn araliklarla plate okuma




Tablo 2. Genlere 6zgii primer sekanslari
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Erigim no irimer adi Sekans
X 15238 PEPc, forward 5’-
PEPc, reverse AGCCTTCAGAACCGATGAAATC -3’
5’- CATCCCATAGCGCATTTCG -3’
D 00170 Rubisco-SSU, 5’-ATGTGGAAGCTGCCCATGTT-
forward 3’
Rubisco-SSU, 5’-GCCTCCTGCAGCTCCTTGTA-
reverse 3
Z 11973 Rubisco-LSU, 5-AAAGCCTTACGCGCTCTACGT-
forward 3
Rubisco-LSU, 5'-
reverse CGGACCTTGGAAAGTTTTTGAA-3’
AF 084478 Rca, forward 5'-CTTCATGACCCTGCCAAACA-
Rca, reverse 3’
5-GATTTTCCCTGGCCTTTGC-3’
XM_00864 Mg-CHLI, 5-TGTATGCTGCTCGAGTTGCA-3'
6181.1 forward 5-CTTGCTGCTGATCCTGTGGA-3’
Mg-CHLI,
reverse
NCBI Klorofilaz, 5’- ACACCACCGAGGAGATCAAC
Reference forward -3
Sequence: Klorofilaz, 5’- GTCCAGCTCGTCGTAGAAGG
NM _001137311.1 | reverse -3’
J 01238 Aktin, forward 5’-
AKktin, reverse GATGGTCAGGTCATCACCATTG-3’
5°-

AACAAGGGATGGTTGGAACAAC-3’
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2.5. Klorofil Sentez ve Degredasyon Enzimlerinin Gen Ifade Seviyelerinin
Belirlenmesi

Klorofil sentezinde anahtar rol oynayan enzimlerden biri olan magnezyum selataz
(Mg-CHLI) ile Klorofilin pargalanmasina karisan klorofilaz enzimini kodlayan genin ifade

seviyelerindeki degisimler belirlendi.

2.5.1. Magnezyum Selataz ve Klorofilaz Gen ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Magnezyum selataz (Mg-CHLI) ve klorofilaz gen ifade seviyelerinin belirlenmesi
icin RNA izolasyonu ve cDNA olusturulmasi Livak ve Schmittgen (2001)’e gore
gerceklestirildi. Quantitative real-time PCR Ol¢iimii i¢in kontrol olarak yine Aktin
primerleri kullanilirken s6z konusu genlere 0zgii Tablo 2’de gosterilen primerler

kullanilarak uygulamadan sonra ekspresyon seviyelerindeki degisim takip edildi.

2.6. istatistik Analizler

Stres uygulamalar1 arasindaki farklar SPSS istatistik programi kullanilarak test
edildi. Alt1 tekrarli bagimsiz verilerin varyans analizi ANOVA kullanarak yapildi ve LSD
testi ile karsilagtirildi.



3. BULGULAR

3.1. ALA Uygulamasinin Nispi Su icerigi Uzerine Etkisi

Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde nispi su igeriginin azaldigi belirlendi.
Stres sartlarinda 12 pM konsantrasyonda uygulanan ALA’nin NSI degerindeki azalist
hafiflettigi saptandi. Diger konsantrasyonlarin ( 2,5, 24, 50 uM ) nispi su igerigi iizerine

istatistiksel olarak dnemli bir etkisinin olmadig1 gortildi (Sekil 2).

200
180
160
g 140
%’ 120
200
5 100
[
-
= 80
17.0]
2 40
< 40
20
0
Kontrol 2.5nM 12pM ALA+PEG 24puM ALA+PEG S0pM ALA+PEG
ALA+PEG

Sekil 2. ALA uygulamasinim nispi su icerigi (NSI) iizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar {izerindeki farkli harfler, tiim
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.2. ALA Uygulamasinin MDA I¢erigi Uzerine Etkisi

Stres sartlarinda  bitkilerde membran hasarinin  arttigi  gorildii.  Yiiksek
konsantrasyonlarda (24 ve 50 uM) uygulanan ALA’nin membran hasarini stres uygulanan
bitkilere gore daha fazla artirdigi belirlendi. Aksine diisiik konsantrasyonlarda (2,5 ve 12
uM) uygulanan ALA’nin MDA igerigini kontrole (PEG) gore azalttigi ve bu azalisin 12
uM konsantrasyonda daha da fazla oldugu tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. ALA uygulamasinin MDA igerigi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli harfler, tim uygulamalar
arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.

3.3. ALA Uygulamasinin Klorofil icerigi Uzerine Etkisi

Misir fidelerinde stres sartlarinda klorofil a ve klorofil b igeriginin 6énemli seviyede
azaldig1 gozlendi. Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda uygulanan ALA’nin pigment
icerigi lizerine olumsuz etki yaptig1 ve klorofil a ve klorofil b igerigini daha da azalttig
belirlendi. Aksine stres sartlarinda 12 uM konsantrasyonda uygulanan ALA’nin klorofil a
ve klorofil b igerigini kontrole (PEG) gore artirdigi belirlendi (Sekil 4, 5).
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Kontrol 2.5uM 12pM 24uM 50pM
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Sekil 4. ALA uygulamasinin klorofil a igerigi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli harfler, tiim
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) géstermektedir.
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Sekil 5. ALA uygulamasinin klorofil b igerigi lizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar lizerindeki farkli harfler, tim
uygulamalar arasindaki 6nemli farklari (P<0.05) gostermektedir.
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3.4. ALA Uygulamasinin Gaz Degisim Parametreleri Uzerine Etkisi

3.4.1. Fotosentez Hizx

Farkli konsantrasyonlarda ALA uygulamalar: iizerine yapilan ¢aligmalarda 6zellikle
yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda uygulanan ALA’nin fotosentez hizin1i olumsuz
etkiledigi belirlendi. Bununla beraber 12 uM konsantrasyonda uygulanan ALA’nin Stres
sartlarinda kontrole gore azalan fotosentez hizini istatistik olarak onemli seviyede

iyilestirdigi goriildii (Sekil 6).

9
~- 8 a
w
o
[} 7_
=
]

b
R
7] :
o]
o 47 d
=
2 3
2 i
®
=] 2
€
0 | | - .
Kontrol PEG 2,51V 12pM 24pM S0pM

ALA+PEG ALA+PEG ALA+PEG ALA+PEG

Sekil 6. ALA uygulamasinin net CO, asimilasyon orani1 (A) tizerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar iizerindeki farkli
harfler, tim uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.4.2. Transpirasyon

Strese maruz kalan bitkilerde transpirasyonun azaldigi, yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanan ALA’nin transpirasyondaki azalis1 daha da artirdigi saptandi. Aksine, 12 uM
ALA’nm transpirasyondaki azalis1 hafiflettigi yoniinde veriler elde edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. ALA uygulamasmin transpirasyon (E) iizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar ilizerindeki farkli harfler, tiim
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) géstermektedir.
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3.4.3. Stoma Tletkenligi

Stres sartlarinda stoma iletkenliginin azaldigi, yiliksek konsantrasyonlarda uygulanan

ALA’nin transpirasyondaki azalist daha da artirdigi saptandi. Aksine, 12 uM ALA’nin

stres sartlarinda azalan transpirasyonu artirdig belirlendi (Sekil 8).

Stoma iletkenligi (mmol m2 s-)

Sekil 8.
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ALA uygulamasinin stomata iletkenligi (gs) tizerine etkisi. Barlar ortalamalara ait
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli harfler, tiim
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) géstermektedir.
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3.4.4. Sub-stomatal iletkenlik

Diger gaz degisim parametreleri bulgularina benzer sekilde stres sartlarinda sub-
stomatal iletkenligin azaldigi, yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan ALA’nin Ci degerini
daha da azalttig1 belirlendi. Aksine, 2,5 uM ALA’nin Ci’deki azalisi giderdigi, 12 pM
ALA’nin ise Ci degerini kontrol bitkilerine gore daha da artirdigi tespit edildi (Sekil 9).
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Sekil 9. ALA uygulamasinin sub-stomatal iletkenlik (Ci) lizerine etkisi. Barlar ortalamalara
ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar iizerindeki farkli harfler, tiim
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) géstermektedir.

3.5. ALA Uygulamasmin Klorofil Fluoresans Parametreleri Uzerine Etkisi

Yapilan konsantrasyon belirlemesi c¢alismalarindan elde edilen veriler 1siginda
kontrol, PEG, 12 uM ALA ve 12 uM ALA+PEG grubu bitkilerinde klorofil fluoresans
parametrelerinin PS 1T maksimum kuantum etkinligi (Fv/Fm), PS Il fotokimyasal kuantum
verimi (®psii), elektron transfer hizi (ETR), fotokimyasal olmayan sonme (NPQ) ve

fotokimyasal sénme (qP)) stres uygulamasindan 24 saat sonra olgiildii.
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3.5.1. PSII’nin Maksimum Kuantum Etkinligi (Fv/Fm)

Hem stresli hem de stressiz durumlarda ALA uygulanmis bitkilerde, Fv/Fm

degerinde bir artisin oldugu gorildii (Sekil 10). ALA+PEG grubu PEG grubu ile

karsilastirildiginda PS II fotokimyasal kuantum veriminde bir artis egiliminin oldugu

kaydedildi (Sekil 10).
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Sekil 10. ALA uygulamasinin PSII’nin maksimum kuantum etkinligi (Fv/Fm) tizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler, her bir zaman diliminde uygulamalar arasindaki 6nemli

farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.5.2. PS 1l Fotokimyasal Kuantum Verimi (®psi)

Kuraklik stresinde azalan ®ps;i degerinin ALA uygulamasi ile arttigi ve kontrol
seviyesine ulastig1 tespit edildi. Stressiz sartlarda uygulanan ALA ise verimi Onemli
derecede etkilemedi (Sekil 11).

0,8
a
a
0,6 a
b
2
=04
=]
0.2
0
Kontrol PEG ALA ALA+PEG

Sekil 11. ALA uygulamasinin PS II fotokimyasal kuantum verimi (®psyi) lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmayir gdstermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler, uygulamalar arasindaki onemli farklar1 (P<0.05)
gostermektedir.
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3.5.3. Elektron Transfer Hiz1 (ETR)

Stres durumunda ®ps;; bulgularina benzer sekilde elektron transfer hizinin azaldig,
stres sartlarinda ALA uygulamasinin ETR degerini uyardigi ancak stressiz sartlarda

uygulanan ALA’nin ETR iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. ALA uygulamasinin elektron transfer hizi (ETR) iizerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli
harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.5.4. Fotokimyasal Olmayan Sonme (NPQ)

Kuraklik sartlarinda NPQ degerinin arttigi ancak ALA uygulamasinin bu artisi
engelledigi saptandi. Stressiz sartlarda uygulanan ALA’nin NPQ degerini artirdigi goriildi
(Sekil 13).
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Sekil 13. ALA uygulamasimin fotokimyasal olmayan séonme (NPQ) tizerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Stitunlar iizerindeki farkl
harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.5.5. Fotokimyasal Sonme (gP)

Kuraklik stresine maruz birakilan fidelerde qP degerinin azaldig1 gozlendi. Stressiz
sartlarda ALA uygulamasimnin qP degerini etkilemedigi, stresli sartlarda ALA
uygulamasinin ise qP degerini uyardig tespit edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. ALA uygulamasimin fotokimyasal sénme (QP) tizerine etkisi. Barlar ortalamalara
ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar iizerindeki farkli harfler
uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.6. ALA Uygulamasimin Rubisco, PEPc ve Rca Gen ifade Seviyeleri Uzerine
Etkisi

Rubisco biiyiik alt tinitesinin (rubisco LSU) gen ifadesinin stres sartlarinda azaldigi
belirlendi. ALA uygulanmis bitkilerde ise hem stressiz hem de stresli sartlarda rubisco
LSU nispi gen ifadesinin kontrollerine gore uyarildig: goriildii (Sekil 15).
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Sekil 15. ALA uygulamasimin rubisco biiyiik alt iinitesinin gen ifadesi lizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmayir gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki O6nemli farklari (P<0.05)
gostermektedir.
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Rubisco biiyiik alt iinitesinin gen ifadesi bulgularina benzer olarak rubisco kiigiik alt
tinite (rubisco SSU) gen ifadesinin stres sartlarinda azaldigi bulundu. ALA uygulanmis
bitkilerde ise hem stressiz hem de stresli sartlarda rubisco SSU nispi gen ifadesinin

kontrollerine gore uyarildig goriildii (Sekil 16).
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Sekil 16. ALA uygulamasinin rubisco kii¢lik alt {initesinin gen ifadesi iizerine etkisi.
Barlar ortalamalara ait standart sapmayir gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki Onemli farklari (P<0.05)
gostermektedir.
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Fosfoenolpiriivat karboksilaz gen ifadesinin kurakliga maruz kalan bitkilerde
azaldig belirlendi. ALA uygulamasinin stressiz sartllarda PEPc gen ifadesini etkilemedigi
ancak stresli sartlarda uygulanan ALA’nin PEPc gen ifadesini belirgin sekilde uyardigi

bulundu (Sekil 17).
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Sekil 17. ALA uygulamasinin fosfoenol piriivat karboksilazin gen ifadesi iizerine
etkisi. Barlar ortalamalara ait standart sapmayi gostermektedir (n=3). Siitunlar
tizerindeki farkli harfler uygulamalar arasindaki onemli farklar1 (P<0.05)

gostermektedir.
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Rubisco aktivaz gen ifadesinin stres sartlarinda belirgin seviyede azaldig1 goézlendi.
Stressiz sartlarda uygulanan ALA’nin da Rca gen ifadesini az da olsa azalttig1 belirlendi.
Stresli sartlarda uygulanan ALA’nin ise Rca gen ifadesini uygulama yapilmamis bitkilere
gore artirdigl bulundu (Sekil 18).
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Sekil 18. ALA uygulamasinin rubisco aktivazin gen ifadesi iizerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar iizerindeki farkli
harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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3.7. ALA Uygulamasinin Magnezyum Selataz ve Klorofilaz Gen ifade Seviyeleri
Uzerine Etkisi

ALA uygulanmis fidelerde klorofil sentezinde rol alan magnezyum selataz (Mg-
CHLI) ile klorofil degredasyon yolunda gorev alan klorofilaz gen ifadesindeki degisimler
belirlendi. Mg-CHLI nispi gen ifadesinin stres sartlarinda azaldigi ancak ALA
uygulamasinin s6z konusu azalisi hafiflettigi bulundu. Stressiz sartlarda uygulanan
ALA’nin ise Mg-CHLI nispi gen ifadesini 6nemli derecede etkilemedigi tespit edildi (Sekil
19).
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Sekil 19. ALA uygulamasiin magnezyum selataz gen ifadesi ilizerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar iizerindeki farkl
harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.
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Klorofilaz gen ifadesinin stres sartllarinda kontrol fidelerine goére arttigir gézlendi.
Stresli sartllarda uygulanan ALA’nin Kklorofilaz gen ifadesini stresli sartlara gore azalttigi
tespit edildi (Sekil 20).
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Sekil 20. ALA uygulamasmin klorofilazin gen ifadesi lizerine etkisi. Barlar
ortalamalara ait standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli
harfler uygulamalar arasindaki 6nemli farklar1 (P<0.05) gostermektedir.



4. TARTISMA

ALA’nin insanda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi, giiglii bir antioksidan
olmasi ve iki siilfiir grubu bulundurmasi bakimindan askorbik aside benzemesi onun bitki
gelisiminde yararli bir fonksiyonu oldugunu disiindiirmiistiir. Bununla beraber, strese
maruz kalan bitkilerde distan uygulanan ALA’nin fotosentez iizerine iyilestirici etkilerinin
olup olmadig1 konusunda herhangi bir kayita rastlanilmamistir. Bu ¢alismada, strese maruz
birakilan musir fidelerinde oncelikle nispi su igerigi, membran hasari, fotosentetik
pigmentler ve gaz degisim parametreleri Olcililerek fotosentezi olumlu etkileyen ALA
konsantrasyonu belirlenmistir. Daha sonra klorofil fluoresans parametreleri ile rubisco,
PEPc, Rca, magnezyum selataz ve Klorofilaz gen ifade seviyelerindeki degisimler incelerek
ALA’nin fotosentez {izerine etki mekanizmasi ayrintili olarak arastirilmistir.

Bitkide stres sartlarinda degisen ve bitkideki su eksikliginin derecesini gosteren
parametrelerden birinin, nispi su igerigindeki azalmanin oldugu ileri siiriilmiistiir (Flower
ve Ludlow, 1986). Bu nedenle ¢alismamizda 6ncelikle nispi su igerigindeki degisimler
belirlenmis ve bdylece bitkilerin strese maruz kalip kalmadigi, kalmigsa maruz kaldig:
stresin derecesi tespit edilmistir. Nispi su igeriginin stres sartlarinda azaldigi, ALA
uygulamalarinin ise NSI degerindeki azalis1 hafiflettigi belirlenmistir. Bu sonuglar
literatiirdeki stres esnasinda bitki su igerigi iizerine yapilan benzer ¢aligmalarla uygunluk
icerisindedir. Ornegin, Xerosicyos danguyi (Cucurbitaceae)’de kontrol sartlarinda % 92
olan NSI degerinin stres sartlarinda % 50’ye diistiigii tespit edilmistir (Bastide vd., 1993).
Yine, misirda yapilan benzer bir arastirmada, kontrol bitkilerinin yapraklarindaki NSI
degismezken, kurakliga maruz birakilan bitkilerdeki NSI degerinin azaldig1 belirlenmistir
(Foyer vd., 1998). Mevcut calismada, ALA uygulanmis bitkilerde NSI degerindeki azalisin
ALA uygulanmamis bitkilere gore daha az olmasi ALA’nin su kaybina karsi bitkileri
koruduguna isaret etmektedir. Nitekim, iki bitki tiirii ayn1 kuraklik siddetine maruz kaldig:
zaman birinin digerine gére daha fazla NSI’ye sahip olmasi o bitkinin kurakliga kars: daha
dayanikli oldugunu gostermektedir (Passiosura vd., 1993).

Bitkilerde stres durumunun 6nemli indikatorlerinden biri de lipid peroksidasyonudur.
Calismamizda kuraklik sartlarinda MDA igeriginin arttifi, ALA uygulamasinin ise
membran hasarin1 hafiflettigi goriilmiistiir. Cesitli streslerde distan uygulanan antioksidan

maddelerin membranlar1 korudugu bilinmektedir. Ornegin ¢aligmamiza benzer olarak
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strese maruz birakilan bezelye bitkilerinde yapilan bir ¢alismada, distan uygulanan prolinin
lipid peroksidasyonunu azalttig1 kaydedilmistir (Shahid vd., 2014).

Calismalarimizda, kuraklik sartlarinda klorofil a ve klorofil b seviyesinin azaldigi,
ALA uygulamalarinin ise kurakligin neden oldugu klorofil kaybini hafiflettigi goriilmiistiir.
Cesitli stres sartlarinda fotosentetik pigment igeriginin azalabilecegi bilinmektedir.
Ornegin Anjum vd. (2011), kuraklik sartlarinda bitkilerde klorofil pigmentinin degrede
oldugunu ve boylece fotosentez oraninin da azaldigini rapor etmistir. Hayat vd. (2012), ise
cesitli abiyotik stres faktorlerinin klorofil sentezini ve stomalarin fonksiyonunu
degistirdigini kaydetmistir. Diger taraftan, ¢calismamiza benzer olarak Ali vd. (2007), su
stresine maruz kalan misir bitkilerinde fotosentetik pigmentlerin azaldigini, bununla
beraber antioksidan &zellige sahip maddelerin bitkilere uygulanmasinin pigment igerigi
izerine olumsuz etkileri hafiflettigini ileri siirmiistiir.

Bilindigi gibi kuraklik stresi azalan stomatal iletkenlik nedeniyle net fotosentez
oraninin da azalmasina veya fotosentetik metabolizmanin degismesine neden olmaktadir
(Shahid vd., 2014; Moaveni, 2011). Kuraklik ayni zamanda sub-stomatal CO>
konsantrasyonunun ve transpirasyon oraninin da azalmasini uyarir. Ayrica kurakliga maruz
kalan bitkilerde azalan klorofil igerigi nedeniyle net fotosentez oraninin da azaldigi rapor
edilmistir (Reddy vd., 2004). Bununla beraber, kuraklik sartlarinda ¢esitli kimyasal
maddelerin bitkilere uygulanmasiyla stresin fotosentez hizi iizerindeki olumsuz etkilerin
giderilebilecegi de belirlenmistir. Caligmamizda PEG uygulanmig bitkilerde fotosentez
hizi, stoma iletkenligi, transpirasyon ve i¢sel CO2 miktarinin azaldigr goriilmiistiir. Stres
etkisiyle olusan s6z konusu azalmalarin en fazla 12 uM ALA uygulamasiyla giderildigi
tespit edilmistir. Bu sonug¢ distan uygulanan ALA’nin muhtemelen su durumunu
etkileyerek fotosentezi koruyabilecegi fikrini desteklemektedir. Ayrica literatiirde yapilan
benzer bir c¢alismada, kuraklik stresinin net fotosentez, transpirasyon orani, stoma
iletkenliki ve i¢sel CO2 oranini azalttigi, distan antioksidan madde uygulamasinin ise gaz
degisim parametreleri iizerine olumsuz etkileri hafiflettigi rapor edilmistir (Ali vd., 2007).

Calismamizda cesitli konsantrasyonlarda ALA uygulanmig bitkilerde yaprak su
durumu, membran hasari, pigment icerigi ve gaz degisim parametreleri bulgular
degerlendirildiginde 12 puM ALA uygulamasmin diger konsantrasyonlara gore stres
hasarlarini hafifletmede daha etkili oldugu goriilmiistiir. Calismanin sonraki asamasinda bu

uygulama sekli ve konsantrasyonu kullanilarak kuraklik sartlarinda ALA uygulamasinin
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PSI’nin etkinligi, klorofil metabolizmas1 ve karbondioksit fiksasyon enzimlerinin gen
ifade seviyeleri iizerine etkisi aydinlatilmaya caligilmustir.

PSII’nin etkinligini belirlemek i¢in kullanilan tekniklerden biri fluoresans teknigidir.
Ayrica klorofil fluoresansi, PSI ve PSII arasindaki enerji dagilimin diizenlenmesi (Allen,
2002), PSII 151k yakalama kompleksinin yapisinin aydimnlatilmasi (Hoober ve Eggink,
1999), fotosentetik elektron tasinmasinin diizenlenmesi ¢alismalarinda (Kramer vd., 2004)
verimli bir bigimde kullanilmistir. Kurakliga maruz birakilan misir yapraklarinda PSII’nin
maksimum fotokimyasal etkinliginin (Fv/Fm), fotokimyasal verimin (®psz) ve elektron
tasinim oraninin (ETR) azaldig1 kaydedilmistir (Tanyola¢ vd., 2007). Mevcut calismada,
Tanyolag vd. (2007), bulgularina benzer sekilde stres sartlarinda Fv/Fm, ®ps2, ETR, gP
degerlerinin stressiz bitkilere gore azaldigi belirlenmistir. Yine c¢alismamizda stres
sartlarinda NPQ degerinin kontrole gore arttigt bulunmustur. Stres sartlarinda ALA
uygulanmis bitkilerde ise PSII aktivitesinin uygulama yapilmamis bitkilere gore uyarildigi
tespit edilmistir. Elde edilen bulgularin literatiir ¢alismalartyla uygunluk igerisinde oldugu
goriilmiistiir. Ornegin, Yan vd. (2011), antioksidan maddelerin bitkilere uygulanmasiin
fotoistem II etkinligini artirdigini rapor etmistir. Kuraklik stresi sartlarindaki Arabidopsis
thaliana yapraklarinda yapilan baska bir calismada, prolin piskiirtilen yapraklarda
PSII’nin fonksiyonunun korundugu ve Fv/Fm degerinin kontrol bitkilerine yakin bir degere
ulastig1 ileri siiriilmiistiir (Moustakas vd., 2011). Calismamizda stres sartlarinda fotosistem
I etkinliginin ALA uygulamasiyla uyarilmas: fotosentetik verim kayiplarinin ALA
uygulamasiyla azaltilabilecegini diistindiirmektedir.

Ayrica, c¢alismamizda kuraklik sartlarinda ALA uygulamasmin karbondioksit
fiksasyon reaksiyonlarina karisan bazi enzimlerin gen ifadesi {izerine etkisinin
aydinlatilmasina yonelik olarak rubisco LSU, rubisco SSU, PEPc ve Rca gen ifadeleri
calismalar1 gergeklestirilmistir. Cesitli ¢evresel streslere maruz kalan bitkilerde
fotosentetik genlerden bazilarinin ifadesinin aktiflestigi bazilarinin ise inaktiflestigi
kaydedilmistir (Song vd., 2014). Bilindigi gibi kuraklik stresi azalan stomatal iletkenlik
nedeniyle CO; asimilasyon oranini azaltir. Ayrica, kuraklik stresi fotosentetik karbon
indirgenme dongiisii anahtar enzimi olan rubisco’nun da dahil oldugu enzimlerinin igerigi
ve aktivitelerindeki azalmayi da uyarir (Reddy vd., 2004). Diger taraftan, bitkilerin
dehidrasyona toleransini anlamak igin kuraklik stresi sartlarinda antioksidan maddelerin
rolii aktif bir sekilde arastirilmaktadir (Reddy vd., 2004). Mevcut ¢alismada, literatiirdeki

verilerle uygunluk igerisinde, kuraklik sartlarinda karbon indirgenmesine karigan rubisco,
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PEPc ve Rca gen ifade seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir. Nitekim, ozon stresine maruz
birakilan musir fidelerinde rubisco SSU, rubisco LSU, Rca ve PEPc transkript seviyelerinin
stres derecesine bagli olarak azaldig ileri stiriilmiistiir (Leitao vd., 2007). Yine, yapilan bir
calismada, stres sartlarinda rubisco’nun deaktivasyonunun stres toleransi i¢in koruyucu bir
aklimasyon stratejisi olabilecegi bildirilmistir (Sharkey ve Zhang, 2010). Calismamizda,
strese maruz kalan bitkilere ALA uygulamasimin rubisco LSU, rubisco SSU, PEPc ve
Rca’nin transkripsiyonel ve translasyonel nispi gen ifadesini artirdigi belirlenmistir. Bu
bilgiler distan uygulanan ALA’nin karbondioksit fiksasyon enzimlerini uyardigini
gostermistir. Elde edilen bulgulara benzer sekilde, Chen vd. (2011), distan H>S (NaHS
formunda) uygulanan 1spanak fidelerinde rubisco aktivitesi ve rubisco LSU protein
ifadesinin arttigini ileri siirmiistiir.

Mevcut arastirmada, strese maruz birakilan misir fidelerinde klorofil sentezi ve
parcalanmasi lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in ise klorofil par¢alanmasi yolundaki ilk
enzim olan klorofilaz (Matile vd., 1997) gen ifadesi ile klorofil sentezinde rol alan Mg
selataz gen ifadesi (Mahajan ve Tuteja, 2005; Tsuzuki vd., 2013) western blot analizi
caligmalar1 yapilmistir. Kuraklik stresi sartlarinda klorofilaz gen ifadesinin arttig
gorilmistiir. Nitekim, stres sartlarinda klorofili degrede eden enzimlerin ve klorofilazin
aktivitesinin artmasiyla klorofilin degrede oldugu ve boylece fotosentetik pigmentlerin de
azaldigi kaydedilmistir (Kordi vd., 2013). Ayrica mevcut c¢alismada elde ettigimiz
bulgulara benzer olarak bazi literatiirlerde kuraklik stresine cevap olarak klorofil
parg¢alanmasinda rol alan genlerin ifadesinin aktiflestigi ve klorofilazin yiiksek derecede
ifade edildigi bildirilmistir (Abebe vd., 2010).

Kuraklik stresine cevapta fotosentez ve klorofil senteziyle ilgili bazi genlerin
ifadesinin azaldig1 kaydedilmistir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Literatiir kayitlar1 ile uyumlu
olarak strese maruz kalan fidelerde Mg-CHLI nispi gen ifadesinin inaktiflestigi
belirlenmistir. Bekgi hiicrelerinde Mg selataz H alt tinitesinin asir1 ifadesinin Arabidopsis
thaliana’da kurakliga toleransi artirdigi rapor edilmistir (Tsuzuki vd., 2013). Elde edilen
bulgulara, gore stres sartlarinda ALA uygulanmis bitkilerde Mg-selataz gen ifadesi belirgin
sekilde artmistir. Artan Mg selataz gen ifadesinin musir fidelerinde stres toleransini
artirdigini ifade edebiliriz. Boylece elde edilen veriler 1s18inda, kurakliga maruz birakilan
fidelere distan uygulanan ALA’nin klorofil sentezinde rol alan genleri uyardigini

sOyleyebiliriz.
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Sonu¢ olarak, mevcut c¢alismadan elde edilen veriler, stres sartlarinda distan
uygulanan ALA’nin daha ¢ok fotosentezin karbondioksit fiksasyon reaksiyonlarinda rol
alan anahtar enzimler ile klorofil sentezinde gorev alan enzimlerin gen aktivitesini
uyardigim1  gostermistir. Kuraklik sartlarinda ALA uygulamasinin  ayni zamanda
fotosentezin PSII aktivitesini uyardigi bdylece fotosentetik hasarlari hafiflettigi, klorofil

sentezi ve fotosentezin devamliligini sagladigi ortaya konulmustur.



5. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda;

1.

Misir fidelerinde stres sartlarinda klorofil a ve klorofil b igeriginin azaldigi
gozlendi. Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda uygulanan ALA’nin pigment
icerigini azalttig1, aksine 12 uM konsantrasyonda uygulanan ALA’nin klorofil a
ve klorofil b igerigindeki azalis1 hafiflettigi tespit edildi.

Kurakliga maruz kalan bitkilerde fotosentez, transpirasyon, stoma iletkenligi ve
sub-stomatal iletkenligin azaldigi, 12 uM ALA uygulamasinin A, E ve gs
degerlerindeki azaliglari, 2,5 ve 12 uM ALA’nim ise Ci degerindeki azalislar
hafiflettigi, diger konsantrasyonlarin ise olumsuz etkiledigi belirlendi.

Kuraklik stresinde azalan Fv/IFm, ®psy, ETR ve qP degerlerinin ALA
uygulamasi ile arttig1 tespit edildi.

Kuraklik stresi sartlarinda NPQ degerinin arttigi, ALA uygulamasinin bu artis
engelledigi belirlendi.

Kuraklik sartlarinda azalan rubisco biiytik alt tinitesi (rubisco LSU) ve rubisco
kiiciik alt tinitesi (rubisco SSU) gen ifadelerinin ALA uygulamasi ile uyarildigi
goriildii.

Fosfoenolpiriivat karboksilaz gen ifadesinin kuraklik stresi altindaki bitkilerde
azaldig1, ALA uygulamasinin azalan PEPc gen ifadesini artirdig: belirlendi.
Rubisco aktivaz gen ifadesinin stres sartlarinda belirgin seviyede azaldigi
gozlendi. Stresli sartlarda uygulanan ALA’nin ise gen ifadesini uygulama
yapilmamis bitkilere gore artirdigr belirlendi.

Magnezyum selataz nispi gen ifadesinin stres sartlarinda azaldigi ancak ALA
uygulamasinin s6z konusu azalig1 hafiflettigi gézlendi.

Klorofilaz gen ifadesinin stres sartlarinda kontrol fidelerine gore arttigi
gozlendi. Stresli sartlarda uygulanan ALA’nin ise klorofilaz gen ifadesini

azalttig1 tespit edildi.

Kisaca bu ¢alisma sonucunda, kuraklik stresine maruz birakilan misir (Zea mays

L.) fidelerinde distan ALA uygulamasinin fotosentezin karbondioksit fiksasyon

reaksiyonlarina karisan anahtar enzimler ile klorofil sentezine karigan enzimlerin

gen aktivitesini ve fotosentezin PSII aktivitesini uyararak fotosentezi iyilestirdigi,
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stres hasarin1 hafiflettigi ve bdylece kuraklik stresini hafifletmede roliiniin

olabilecegi belirlenmistir.



6. ONERILER

ALA hem indirgenmis (dihidrolipoik asit, DHLA) hem de yiikseltgenmis (lipoik
asit) formda giiglii antioksidan Ozelligini korumasi, suda veya yagda c¢alisan diger
antioksidanlarin aksine hem suda hem de yagda calisabilen bir 6zellige sahip olmasi
nedeniyle antioksidanlar arasinda 6zel bir yere sahiptir. Diger taraftan, son yillarda artan
kiiresel 1sinma kuraklik stresine neden olmakta ve diinya dlgeginde tarimi yapilan misir
bitkisi zaman zaman kuraklik stresinden etkilenmektedir. Bu ¢alismada, kuraklik stresine
maruz kalmis misir fidelerine ALA uygulamasiin fotosentezi iyilestirmek i¢in etkili olup
olamayacag ilk defa belirlenmis ve ALA uygulamasinin fotosentetik hasari iyilestirmede
etkili ~ olabilecegi konusunda ©Onemli bilgilere ulasilmistir. Boylece, disiik
konsantasyonlarda insan sagligina yararli etkisi olan ALA’nin stres sartlarinda iyilestirme
saglamak amaciyla tarimda kullanilma ihtimali ortaya konmustur. Bu ¢alismanin verim
kaybinm1 azaltmaya yOnelik yapilabilecek diger calismalara da temel teskil edebilecegi
sOylenebilir.

Ayrica mevcut calisma, ALA’nin iyonlar {izerine etkisi, yeni bir protein
sentezine katkis1 fotorespirasyon iizerine etkileri gibi bir¢ok calismanin da temelini
olusturacak nitelikte olup bundan sonraki calismalarda bu konunun daha ayrintili

arastirilmasi onerilmektedir.
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