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OZET

YAPRAK KIVRILMASININ DUZENLENMESINDE DEHIDRIN SEVIYESI ILE
HIDROJEN PEROKSIT VE SUPEROKSIT ARASINDAKI ILISKININ
ARASTIRILMASI

Lokman KUCUK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2019, 65 Sayfa

Bu calismada yaprak kivrilmasinin diizenlenmesinde dehidrin seviyesi ile hidrojen peroksit
ve siiperoksit arasindaki iliskinin belirlenmesi amaglanmistir. Yaprak kivrilmas: ve dehidrinler
arasindaki iligskiyi belirlemek ve yaprak kivrilma cevabinda dehidrinlerin absisik asit (ABA),
salisilik asit (SA), hidrojen peroksit (H20O2) ve siiperoksit etkilesimini ortaya koymak amaciyla,
oncelikle yapraklarda dehidrin igerigini artiran veya azaltan SA, ABA ve PEG 6000
konsantrasyonu belirlendi. Ayrica yapraklar stressiz kosullarda kivrik mutant (rld1) musir bitkileri
kullanilarak ozmotik stresi boyunca yaprak kivrilmasina paralel olarak dehidrin seviyesindeki
degisimler western blot yontemi ile belirlendi. Dehidrin (DHN2) geninin ifade seviyesindeki
degisimler real-time PCR yontemiyle belirlendi. Yapilan 6l¢timler ve analizler sonucunda ozmotik
stres kosullarinda diisiik konsantrasyondaki (25 uM) SA ve (100 uM) ABA uygulamalarinin
dehidrin seviyesi ve nispi su igerigini arttirdigi, DHN2 geninin ifade seviyesini uyardigi, yaprak
kivrilma derecesi (%), H20., ve siiperoksit igeriklerini ise azalttigi bulundu. Yiiksek
konsantrasyonda (200 uM) SA’nin ise dehidrin seviyesi ve DHN2 gen ifadesini baskiladigi, yaprak
kivrilma derecesi (%), H20. ve siiperoksit igeriklerini arttirdigi belirlendi. Ayrica rldl
mutantlarinda ozmotik stres kosullarinda diisik konsantrasyonda SA ve ABA uygulamalarina
benzer etki gozlendi.

Elde edilen verilere gore, yaprak kivrilmasinin biiyiik dl¢iide hidrojen peroksit ile kontrol
edildigi, dehidrin birikimine neden oldugu ve yaprak kivrilmasinin diizenlenmesinde dehidrinler ile
hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri arasindaki etkilesimin 6nemli bir roliiniin

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ozmotik stres, Yaprak kivrilmasi, Dehidrin, Misir, Hidrojen peroksit
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THE INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN DEHYDRINE LEVEL
AND HYDROGEN PEROXIDE AND SUPEROXIDE IN REGULATION OF LEAF
ROLLING
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Supervisor: Prof. Dr. Rabiye TERZI
2019, 65 Pages

The aim of this study was to determine the relationship between dehydrin level and hydrogen
peroxide and superoxide in regulation of leaf rolling. To determine the relationship between leaf
rolling and dehydrins and to reveal the interaction of dehydrins with abscicic acid (ABA), salicylic
acid (SA), hydrogen peroxide (H202) and superoxide on leaf rolling response, the concentrations of
salicylic acid, absisic acid and PEG 6000 which increases or decreases dehydrine level were firstly
determined. In addition, changes in dehydrin levels as parallel to leaf rolling during drought stress
by using rolled-leaf mutant (rld1) maize plants under stress-free conditions were determined by
western blot analysis. The changes of dehydrin (DHNZ2) gene expression were detected by real-time
PCR. As a result of the measurements and analyzes, it was found that low concentration of SA (25
uM) and ABA (100 uM) applications increased dehydrin level and relative water content, up-
regulated DHN2 gene expression but decreased leaf rolling degree (%), H.O., and superoxide
contents under osmotic stress conditions. High concentration of SA (200 uM) suppressed the level
of dehydrine and DHN2 gene expression but increased degree of leaf rolling (%), H.O, and
superoxide contents. It was also found that mutant rld1 has similar effects to low concentration SA
and ABA applications under osmotic stress conditions.

According to the our data, it might be concluded that the leaf rolling is pretty much
controlled via H»O,, which causes dehydrin accumulation and the interaction between dehydrines
and reactive oxygen species such as hydrogen peroxide and superoxide may have an important role

in the regulation of leaf rolling.

Key Words: Osmotic stress, Leaf rolling, Dehydrin, Maize, Hydrogen peroxide
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol acarak bitkilerde biiylime ve
gelismeyi olumsuz yonde etkileyip, tirtin Kalitesi ve miktarinin azalmasina, bitkinin veya
organlarmin 6liimiine neden olabilmektedir. Dogadaki birgok abiyotik ve biyotik etmenler
bitkilerde strese neden olmaktadir (Kadioglu ve ark., 2011). Abiyotik stresler, diinya
capinda bitkisel verim kaybinin birincil nedeni olup, en fazla iriin elde edilen kiiltiir
bitkilerindeki ortalama tirtin verimini %50°den fazla azaltmaktadir (Wang ve ark., 2004).

Abiyotik streslerden bir tanesi de kuraklik stresidir. Kuraklik stresi, diinya tizerinde
tarim yapilan alanlart %26’lik payla en fazla etkileyen stres tiriidir. (Blum, 1986).
Kuraklik stresi; bitkilerde ozmotik stresi uyardigindan turgor kaybina ve bundan dolay:
biiylimenin azalmasina sebep olur. Kuraklik stresi durumunda hiicre zarmin yapisal
biitiinligii bozulabileceginden dolay1 proteinlerde aktivite kaybi1 goriilebilir ve buna bagl
olarak fotosentez inhibisyonu, biiyiime bozuklugu, metabolik bozukluklar ortaya ¢ikabilir
(Krasensky ve Jonak, 2012). Kuraklik stresine karsi olusturulan cevaplar; bitkinin tiiriine,
gelisme durumuna, yasina, genotipine, su kaybinin siddeti ve uzunluguna, hiicre tipine
bagli olarak degisiklik gostermektedir. Olusturulan bu cevaplar birka¢ saniye iginde
gerceklesebilir ya da dakikalar veya saatlerce siirebilir (Bray, 1997).

Kuraklik stresine karsi olusturulan yanitlar sakinma ve tolerans olmak iizere iki ana
gruba ayrilabilir (Arora ve Mohan, 2002). Bitkilerin stres durumunda yasamlarini devam
ettirmek igin gelistirdigi bir¢ok sakinma mekanizmasi bulunmaktadir ve bunlardan bir
tanesi de yapraklarin rulo seklinde kivrilma yanitidir. (Bidwell, 1974; Kadioglu ve Terzi,
2007). Kivrilma yanitiyla sakinma mekanizmasima sahip olan bitkiler canliliklarin1 daha
uzun siire devam ettirebilir ve kurakliktan minimum hasarla ¢ikabilirler (Heckathorn ve
ark., 1991). Yaprak kivrilmasi geltik, misir ve dar1 gibi birgok bitkide kuraklik stresine
kars1 en ¢ok gosterilen sakinma mekanizmasidir ve bu bitkilerle yapilan ¢alismalarda
yaprak kivrilmas: ile stres tolerans: arasindaki iligki arastirilmistir (Jones, 1979;
Heckathorn ve ark., 1991; Ekanayake ve ark., 1993; Kadioglu ve ark., 2007). Yaprak
kivrilmasinin, yaprak alanini kigiilterek fotosentez hizini azalttigi, buna bagh olarak da

bitki veriminde diisiise neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Yaprak kivrilmasi bir sakinma



mekanizmas: olmakla birlikte kivrilmanin belli bir siire geciktirilmesinin bitki verimini
arttirdigi sonucuna vartmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Kadioglu ve ark., 2012).

Kuraklik stresi altinda bitkilerde hormonal dengelerde de birtakim degisiklikler
meydana gelir. Ornegin; kurakliga maruz kalan bitkilerdeki stomalarda absisik asit (ABA)
miktarinin artmasi sonucunda suda ¢oziinemeyen nisasta olusmakta ve potasyum iyonu
azalmaktadir. Boylece ozmotik basinci artan stoma hiicreleri kapanmakta (Cirak ve
Esendal, 2006) ve ABA’nin stomalar1 kapatmasi ile birlikte osmolit birikimi de uyarilarak
yaprak kivrilmasi gecikebilmektedir (Kadioglu ve ark., 2012). Ayrica yapilan ¢alismalarda
diisiik konsantrasyonlardaki ABA’nin yaprak alaninda yiizde azalma olarak ifade edilen
kivrilma derecesini azalttigi ve kivrilmayr geciktirdigi rapor edilmistir (Terzi ve ark.,
2014). Bunun yaninda yaprak kivrilmasi iizerine yapilan ¢alismalarda kuraklik stresi
kosullarinda disaridan uygulanan salisilik asidin (SA) yaprak kivrilmasmi geciktirdigi
belirlenmistir (Kadioglu ve ark., 2011; Saruhan ve ark., 2012; Demiralay ve ark., 2013;
Terzi ve ark., 2014). Ozmotik stres kosullarinda bitkilerdeki SA ve ABA’nin su miktarini
diizenleyerek yapraktaki kivrilma derecesini azalttigi da rapor edilmistir (Kadioglu ve ark.,
2011). Diger taraftan, yaprak kivrilmasinin hidrojen peroksit (H202) sinyalizasyonu ile
gerceklestigi, stres kosullarinda artan H202’in yiiksek konsantrasyonlarda kivrilmay1
artirdig1, disiik konsantrasyonlarda stres oncesi yapilan muamelelerde ise kivrilmayi
geciktirdigi bulunmustur (Terzi ve ark., 2014).

Yaprak kivrilmasini kontrol eden genler {izerine de bazi caligmalar yapilmis ve
yaprak kivrilmasmin ¢oklu genlerle kontrol edilen kompleks bir olay oldugu ortaya
cikmistir (Kadioglu, 2010). Kuraklik etkisiyle ¢ok sayida genin ifadesinin degistigi ve
stresten sorumlu ¢ok sayida genin ifadesinin uyarildigi kaydedilmistir (Guan ve
Scandalios, 1998; Zhu, 2002; Chen ve ark., 2005). Ornegin; kuraklik etkisiyle yapraklart
kivrilmig olan misir bitkilerinde yapilan mikroarray analizlerinde dehidrin genlerinin 10-
250 kat arasinda artig gosterdigi rapor edilmistir (Kadioglu, 2010). Dehidrin proteinlerinin
birikiminin, soguk iklim, soguga uyum (Van Zee ve ark., 1995; Rinne ve ark., 1999)
donma, kuruma ve tuzluluga tolerans ile (Tabaei-Aghdaei ve ark., 2000; Zhu ve ark., 2000;
Bray, 2002) korelasyon iginde oldugu kanitlanmistir (Ismail ve ark., 1999; Borovskii ve
ark., 2000). Dehidrinlerin farkli sicaklik derecelerinde ve ¢esitli spesifik stres kosullarinda
ifade olduklar1 belirlenmistir (Nylander ve ark., 2001). Yapilan ¢alismalarda dehidrinlerin,
dehidrasyona karsi hiicre yapisin1 dengeleme (Danyluk ve ark., 1998), soguk-koruyucu

(Bravo ve ark., 2003; Sanchez-Ballesta ve ark., 2004) ve antifriz etkisi gosterme



(Wisniewski ve ark., 1999), diisiik su kosullarinda enzim aktivitelerini gelistirme (Rinne ve
ark., 1999) ve osmoregulator (Nylander ve ark., 2001) olarak fonksiyon gosterme gibi
gorevlerinin oldugu belirlenmistir. Ayrica stres kosullarinda meydana gelen reaktif oksijen
tirlerinin uzaklastirilmasinda ve temizlenmesinde dehidrinlerin rolii oldugu belirlenmistir
(Hara ve ark., 2003: Sun ve ark., 2010). Ornegin; Saibi ve ark. (2015) yapti§1 ¢alismada
dehidrin ifadesi yiiksek olan bitkilerdeki reaktif oksijen tiirii olan hidrojen peroksidin
dehidrin ifadesi az olan bitkilere goére daha az oldugunu bildirmistir. Boylece dehidrin
proteinlerinin hidrojen peroksidi baskilamasi ile stresin neden oldugu oksidatif hasari
azaltarak bitkilerin, fizyolojik veya metabolik islemelerine normal olarak devam
edeceklerini belirtmislerdir. Ancak stres kosullarinda ¢ok yiiksek miktardaki hidrojen
peroksit birikiminin dehidrin proteinlerinin yapisinin bozulmasina ve bdylece dehidrin
seviyelerinin diismesine neden olabilecegi de rapor edilmistir (Hara ve ark., 2003).
Dehidrin gen ifadesinin salisilik asit ile iligkili oldugu belirlenmistir (Sun ve ark., 2006).
Diisiik SA’nin dehidrin gen ifade seviyesini uyardigi ve protein birikimine neden olarak su
stresi hasarlarimi hafiflettigi, asirt SA’nin dehidrin birikimini baskiladig: ve oksidatif hasari
artirdig@i saptanmustir (Sun ve ark., 2006, 2009). Bu nedenle mevcut ¢alismada bitkilerdeki
icsel dehidrin seviyesini degistirmek (arttirmak ve de azaltmak) i¢in SA kullanilmis ve
yaprak kivrilmasi davraniglar1 gézlemlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda RAB (ABA’dan sorumlu, ingilizcede “responsive to ABA”
ifadesinin ilk harflerinden olusmaktadir) olarak da adlandirilan dehidrinlerin ABA ile
iligkisi oldugu gosterilmistir (Mundy ve ark., 1988). Dehidrinlerin ABA uygulamasinda
dehidrasyon durumunda sentezleri artarken, diisiik sicaklik sirasinda igerikleri degismeden
kaldigi (Choi ve ark., 1999), embriyo kurumasmin normal safhalarinda dehidrinlerin
biriktigi ve seviyeleri ABA tarafindan uyarildigi belirlenmistir (Hanin ve ark., 2011).
Ayrica yapilan ¢aligmalarda bazi dehidrin proteinleri soguk derecelerde, dehidrasyon ve
ABA tarafindan indiiklenebildigi teyit edilmistir (Close, 1996). Bundan dolayr mevcut
calismada dehidrin seviyesini uyarmak ve arttirmak i¢in ABA kullanilmustir.

Literatiir bilgilerden anlasilacag lizere kuraklik stresi kosullarinda dehidrinler ile SA
ve yine dehidrinler ile ABA arasinda iligki bulunmaktadir. Fakat yaprak kivrilma cevabu ile
dehidrinler arasindaki iliskinin belirlenmesi konusunda yapilan herhangi bir ¢alismaya
literatiirde rastlanmamistir. Bu nedenle mevcut ¢alismada ABA ve SA uygulamas ile
dehidrinlerin seviyesini degistirilerek (arttirp veya azaltarak) ve de mutant bitkiler

kullanilarak farkli yaprak kivrilma derecesi olusturularak dehidrin seviyesi, yaprak



kivrilma derecesi, su durumu, H2O> ve siiperoksit igerigindeki degisimler belirlenmistir.
Boylece bu ¢alismada yaprak kivrilmasinin diizenlenmesinde dehidrin seviyesi ile hidrojen
peroksit ve siiperoksit arasindaki iligkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu calismadan
elde edilen verilerle kuraklik stresi altinda bitkilerde yaprak kivrilmasi sirasinda meydana
gelen olaylarin daha iyi anlagilmasi, kivrilma ile ilgili bitki islemlerini tanimlamamiza ve
kuraklik tolerans mekanizmasi ile yaprak kivrilmas: arasindaki iliskiyi daha iyi

aciklamamiza yardimci Olacaktir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilar en iyi gelisimi optimum kosullarda gergeklestirirler. Giinliik veya mevsimlik
degisimler karsisinda beklenmedik olumsuz kosullara siirekli veya zaman zaman maruz
kalmalariyla, gelisimlerini ve hayatta kalmalarini etkileyecek hastaliklar, hasarlar veya
fizyolojik ve metabolik degisimler meydana gelebilir (Shao ve ark., 2008). Bundan dolay1
canlilarin normal sistem fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz etkiler ya da
kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Bitkileri etkileyen baslica stres
faktorleri biyotik (bitkiler, mikroorganizmalar, hayvanlar ve antropogenik etkiler) ve
abiyotik (radyasyon, sicaklik, su, gazlar, mineraller vb.) stres faktorleri olmak tizere ikiye
ayrilir (Sekil 1).

Bu stres faktorleri bitkinin tiirine, tolerans ve adaptasyon kabiliyetine bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Dubey 1994; Madhova Rao ve ark., 2005). Biitiin bu stres
faktorleri sonucunda bitkilerin yas ve kuru agirliklart ile bitki boyu, bitki ¢api, yaprak alani
ve yaprak sayis1 (Kusvuran ve ark., 2011), transpirasyon oranini Ve iiriin verimini (Jaleel
ve ark., 2008) olumsuz yonde etkilemektedir. Yani biitiin bu faktérler bitkinin biiyiime ve
gelismesini, yagsam siiresini Ve iiriin verimini olumsuz yonde etkilerler.

Stresle basa ¢ikabilmek igin bitkilerin gelistirmis olduklar1 iki biiyiik strateji vardir;
bunlardan bir tanesi stresten kagma, digeri ise strese tolerans ya da baska bir ifade ile stres
kosullarma adaptasyondur. Ornegin kuraklik stresini algilayan bitkilerde ilk olarak ortaya
¢ikan adaptasyon mekanizmasi su kaybini engellemek amaciyla stomalarin daralmasi veya
kapanmasidir (Osakabe ve ark., 2014). Kuraklik stresinden ka¢inma mekanizmasina ise
dokularinda su depolayarak uzun siire canliliklarini siirdiirebilen ve hayatta kalabilen
sukkulent bitkiler 6rnek verilebilir (Salisbury, 1992).
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Sekil 1. Bitkilerde stres ¢esitleri (Schulze ve ark., 2005; Yilmaz ve ark., 2011).

1.3. Kuraklhik Stresi

Kuraklik; meteorolojik, tarimsal, hidrolojik ve sosyo-ekonomik olmak {izere dort alt
basliga ayrilmaktadir. Kuraklik uzun bir siire yagisin normal degerlerinin altina diismesi
olarak tanimlanan meteorolojik kuraklik olarak baslar. Tarmmsal kuraklik ise bitkinin
ithtiyacini karsilayacak kadar suyun toprakta bulunmamasidir. Kurakligin etkilerinin gozle
goriiliir hale gelmesi sosyo-ekonomik kuraklik olarak adlandirilir. Uzun siiren yagissiz

donem nedeniyle nehir, g6l ve yeralti su rezervlerinde su miktarinin azalmasi hidrolojik



kuraklig1 olustururken sosyoekonomik kuraklik diger kuraklik gesitlerine bagli olarak
ortaya ¢ikar ve ekonomik dengelerde ciddi degismelere neden olur (Ors ve Ekinci, 2015).

Bitkinin yasadigi ortamda su eksikligi yasanirsa bitki yeterince su alamaz ve su
kaybina maruz kalir. Su eksikligine kars1 bitkiler geri dontisiimli veya geri doniistimsiiz
yanit olustururlar. Bitkilerin kuraklik stresine karsi gelistirdikleri cevaplar tiirler arasinda
hatta ayni tiir iginde dahi farkliliklar gosterebilir (Greenway ve Munns, 1980).

Diinyadaki ekilebilir alanlar dikkate alindiginda cevresel stres faktorlerinden biri
olan kuraklik biiyiik bir yiizdelik dilimi olusturmaktadir ve bu nedenle kuraklik, bitki
biliyiime ve gelisimini azaltabilecek en onemli stres faktorii olarak bilinmektedir (Blum,
1988). Kuraklik stresi nedeniyle bitkilerde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler seviyede degisimler meydana gelmektedir. Yaprak alanindaki indirgenme,
yaprak kivrilmasi, yaprak dokiilmesi gibi degisimler bitkilerde morfolojik olarak
gozlenebilir. Diger taraftan, kuraklik etkisi ile bitkide fizyolojik olarak stomalarin
kapanmasi, transpirasyon ile kaybedilen su miktarinin diismesi, su kullanma etkinliginin
azalmasi ve ozmotik ayarlama gibi degisimler ile suda ¢6ziinebilen seker ve aminoasit gibi
maddelerin seviyesinde biyokimyasal artiglar da goriilebilir. Bu maddelerin miktarindaki
artiglar hiicre igindeki su potansiyelini diigiirerek bitkinin su almasinin devam etmesini
saglayabilirler (Ozer ve ark., 1997; Mitra, 2001; Farooq ve ark., 2009). Aynmi1 zamanda
bitkide strese cevap olarak gesitli genlerin ifadesi azalirken bazi genlerin ifadesinin de
uyarilir (Rorat, 2006)

Kuraklik stresi ¢ok ciddi seviyede devam ederse metabolik olaylarda aksamalar,
fotosentezde azalma meydana gelir ve bitki savunma sistemini aktive edemezse bitki
olimi gerceklesir (Bohnert ve ark., 1996). Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler,
antioksidan savunma sistemlerin aktivasyonu ile oksidatif stresin tistesinden gelebilirler.
Fakat radikal tiretimi, antioksidan savunma sisteminin kapasitesini asacak kadar fazla
olursa, o zaman bitkide meydana gelecek hasar geri doniisiimsiiz olmaktadir (Ozfidan,
2010).

1.3.1. Kuraklik Stresine Kars1 Gelistirilen Mekanizmalar

Bitkinin biiylimesini ve iiriin verimini en ¢ok etkileyen cevresel streslerden biri olan
kuraklik stresine karsi bitkilerde cesitli morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve hiicresel

diizeyde mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitkilerin kurakliga dayaniklilikta kullandiklar1 bu



mekanizmalar stresten kaginma ve stres toleransidir (Levitt, 1980; Laffray ve ark., 1990;
Cruz ve ark., 1998). Boylece bitkiler gelisimlerini devam ettirebilir, yasam dongiilerini
tamamlayabilir ve genetik potansiyellerinin tamamini kullanabilirler (Rejeb ve ark., 2014).
Ayrica stresten kagan bitkiler, orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta kalirken,
strese toleransh bitkiler ise koruyucu mekanizmalarini galistirmak suretiyle daha siddetli
kuraklik stresi durumlarinda hayatta kalabilirler (Kalefetoglu ve ark., 2005). Ornegin;
kurakliga direngli bazi1 bitkilerin yapraklarinin yiizeyinin kiitikula ile kapli olmasi, 1s18a
bagh olarak yapraklarin yoniiniin degistirilmesi ve yapraklarinin kivrilma potansiyelinin
olmast (Saglam, 2004) bitkinin kuraklik stresinden kag¢inmak igin gelistirdigi
mekanizmalardir. Kurakliktan kaginma, yetersiz su durumlarinda hayatta kalmak igin
gelistirilen 6nemli bir adaptasyondur. Boylece bitkinin temasta oldugu yiizeylerinde
morfolojik ve kimyasal yapidaki degisikliklerle bitki yasamini ve {iretkenligini korur
(Jenks ve ark., 2005). Kurakliga karsi sakinma mekanizmasi bulunduran bitkilerde genis
kok sistemi olugmakta, stomalar kapanmakta ve daha etkili su kullanimi ger¢eklesmektedir
(Kugvuran ve ark., 2011). Bitkiler dokularindaki su igerigini koruyabilmek igin, topraktan
su alimi, transpirasyon ylizeyinin azalmasiyla su kaybmin azaltilmasi, yiiksek su iletim
kapasitesi veya su depolamasi gibi 6nlemler almaktadirlar (Kugvuran, 2010).

Kurakliga kars1 tolerans mekanizmalarinin en 6nemlileri ozmotik denge ve membran
sisteminin korunmasidir (Mullet ve Whitsitt, 1996; Costa-Franca ve ark., 2000). Bitkilerde
kuraklik etkisiyle turgorla beraber ozmotik potansiyelde azalma meydan gelir. Su
eksikligine cevap olarak bitkiler ozmolit olarak adlandirilan cesitli organik (sekerler,
prolin, glisin-betain) veya inorganik maddeler biriktirir ve vakuolden yapraklara suyla
birlikte tasiman ozmotik maddelerin miktarlarinda artis saglarlar. Ornegin; kurakliga bagh
olarak kuraklik stresine toleransli olan bitki cesitlerinde apoplastik ve simplastik

bolgelerde prolin miktarinin arttigi belirlenmistir (Giiler ve ark., 2012).

1.4. Yaprak Kivrilmasi

Is1gin, yapragin 1isinmasina Ve su kaybina neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
kurakligin fazla oldugu yerde bulunan bitkiler, yapraklarin yiizey alanin1 daraltip gelen
151810 etkisini en aza indirerek, 1s1k absorbsiyonu igin daha az bir alan olusturup kuraklik
etkisinden en az derecede etkilenmek i¢in yaprak kivrilma mekanizmasi gelistirmislerdir
(Clarke, 1986).



Yaprak kivrilmasi ile fotosentez arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (Corlett ve
ark., 1994). Ctenanthe setosa bitkisinde yaprak kivrilmasinin fotosistem-Il1 (PSII)'yi
siddetli kuraklik altindaki hasara kars1 korudugu (Nar ve ark., 2009), celtikte ise fotosentez
etkinligini arttirildig1 bildirilmistir (Lang ve ark., 2004). Ornegin; yaprak kivrilmasinin
fotesentetik pigment igerigi tizerine etkisi kuraklik stresi altinda incelenmis ve kuraklik
stresine hassas olan misirda pigment igeriginde yiiksek bir diisiis olurken, toleransli olan
musir  bitkisinde ise pigment igerigi artmistir (Chugh ve ark., 2013). Pigment
konsantrasyonundaki artis, azalmis yaprak yiizeyine ve klorofillerin daha az yaprak alanina
yerlestirilmesine bagli oldugu bildirilmistir (Tourian ve ark., 2013).

Yaprak kivrilmasi birgok bitkide ortak olan morfolojik tepkidir (Begg, 1980;
Ehleringer ve ark., 1980). Bitkiler yaprak kivrilmas: ile radyasyon miktarin1 azaltabilirler
ve yaprak kivrilmasi yiiksek 11 olumsuz etkisine kars1 koruyucu bir mekanizma olarak
bitkilere fayda saglar (Corlett ve ark., 1994). Kuraklik etkisi altinda olan bir bitki yapragini
kivirarak yaprak yiizeyine diisen yiiksek seviyedeki 1sigin neden oldugu yaprak
sicakligindaki artisin olusturacagi hasarlar kivrilmaya bagli olarak en aza indirilebilir
(Begg, 1980). Ayrica yaprak kivrilmasi ile transpirasyon azaltilip, yapragin i¢ yiizeyindeki
bolgede daha fazla nem olusturularak strese karsi direng kazanilir. Boylece kisithi olan su,
bitki tarafindan daha etkili bir sekilde kullanilir (Oppenheimer, 1960; Matthews ve ark.,
1990).

Yaprak kivrilmasinda bulliform ve hipodermis olarak bilinen iki tip hiicre gorev alr.
Yapragin iist epidermisinde bulunan bulliform hiicreleri; celtik, misir, bugday ve dar1 gibi
baz1 bitki tiirlerinde yapraklarin rulo seklinde kivrilmasina neden olur. Ornegin, bu tip bir
yaprak kivrilmasi, c¢eltikte iist epidermisteki 6zel bulliform hiicrelerinden su kaybr ile
meydana gelir (O'Toole ve ark., 1980). Hipodermis hiicreleri ise iist epidermisin altinda
bulunur ve stres kosullarina bagli olarak bu hiicreler kiiciildiigiinde yapraklar yine rulo
seklinde kivrilirlar (Kadioglu ve ark., 2007).

Baz1 bitkiler kivrilma esnasinda ozmotik ayarlama igin ¢oziinmiis seker biriktirirler.
Ormegin, Ctenanthe setosa'da yaprak kivrilma derecesi arttikca indirgeyici ve c¢oziiniir
seker seviyeleri artar. Stresli bitkilerin yapraklar1 bu tiirde daha diisik molekiiler agirlikli
karbonhidratlar (fruktoz, glukoz, inositol ve sukroz) biriktirme egilimindedir (Kadioglu ve
Turgut, 1999). Bu ozmotik ayarlama ile stomalar kivrilma sirasinda kapanmaz (Matthews
ve ark., 1990) ve dolayisiyla fotosentez etkinligi yiiksek bir oranla korunur (Jones ve

Rawson, 1979; Ludlow, 1980). Yaprak kivrilmasi, bitkilerden su kaybimi azaltarak



senesensin gecikmesine etki etmesi bakimindan da énemlidir (Richards ve ark., 2002). Bu
sayede stres sirasinda yaprak senesensinin yerine yaprak kivrilmasinin baslamasi bitkinin
fotosentezini en iyi sekilde gergeklestirmesine imkan saglar (Knapp, 1985).

Son yillarda yapilan ¢alismalar yaprak kivrilmasinin kontrol edilmesinin fotosentetik
ve dane verimi agisindan 6nemli oldugunu gostermistir. Bundan dolayr kivrilma derecesi
birbirinden farkli genlerle kontrol edilen mutantlar iretilmistir. Mutantlardaki genlerin
farkli olaylar1 veya proteinleri kontrol ederek kivrilmayr sagladigi kanitlanmistir.
Yapraklar1 kivrik mutantlarin gogu abaksiyal olarak kivrilma gosteren abaxially curles leaf
1(acll) ve (acl2) gibi kivrik yaprak fenotipi gosterirler (Li ve ark., 2010). Celtikte yaprak
kivrilmasindan sorumlu birka¢ gen de geleneksel genetik yaklasimlarla tespit edilmistir.
Ornegin, celtikte yaprak kivrilmasini kontrol eden énemli bir gen olan SLL1'i karakterize
ederek, SLL1'in, KANADI ailesine ait bir SHAQKYF sinifi Myb ailesi transkripsiyon
faktoriinii kodladigint gostermislerdir (Zhang ve ark., 2009). Misirda, ROLLED LEAF1
(RLD1), LEAFBLADELESS (LBL1) genlerinin adaksiyal hiicre tabakasinin tanimlanmasi
icin gerekli oldugu gosterilmistir. RLD1 geninin yapragin yukariya dogru kivrilmasini
kontrol ettigi ve siif Il homodomain 16sin fermuar proteinini (HD-ZIPIII) kodladig:
kaydedilmistir (Juarez ve ark., 2004). RLD1 ve Arabidopsis HDZIPIII genlerinin, siirgiin
apikal meristeminin orta bolgesindeki ve baslangi¢ yaprak primordiyumu boyunca ifade
edildigi gosterilmistir. YABBY gen familyas: liyelerinin de abaksiyal hiicre dizilisinin
belirlenmesiyle iliskili oldugu rapor edilmistir (Nelson ve ark., 2002). Ayrica transgenik
bitkilerdeki yaprak kivrilma derecesi ve siiresinin, transgenik olmayan bitkilerden farkli
oldugu rapor edilmistir. Ornegin, CBF3 / DREB1A (CBF3) eksprese eden transgenik celtik
bitkileri ve ABA bagimli ve ABA bagimsiz stres yanit yollarinda islev géren Arabidopsis
genlerinin, daha ge¢ yaprak kivrilma derecesi gosterdigi kaydedilmistir (Oh ve ark., 2005).

1.5. Dehidrinler

LEA proteinleri olgunlagsma asamasindaki tohumda ve vejetatif organlarda soguk ve
su eksikligi gibi stres kosullarinda biriken (Close, 1996), sicaklik degisimlerinde hiicredeki
fizyolojik olaylarin siirmesi i¢in gen ifadesini diizenleyen (Bray, 1993; Ingram, 1996;
Shinozaki, 2000; Bray, 2002; Kim, 2005), embriyo gelisimi ve ABA gibi faktorler ile
uyarilan protein grubudur (Dure, 1993; Close, 1996; Close, 1997; Campbell, 1997; Zhu,

1997). LEA proteinleri ge¢ embriyogenez asamasinda tohumda fazla bulundugundan adini
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Ingilizce ifadesinin (=Late Embryogenezis Abundant) bas harflerinden almakta ve
Tiirkgede bu ifadenin karsihigi “Ge¢ Embriyogenezis Bolluk™ ifadesinin bas harflerinin
kisaltmas1 olan GEB proteinleri olarak isimlendirilmektedir (Dure ve ark., 1989; Cuming,
1999).

Dehidrinler, LEA (ge¢ embriyogenezis bolluk D11 ailesi) 2 grup ve RAB (response
to ABA, ABA’ya cevap) olarak adlandirilirlar (Mundy ve ark., 1988; Baker ve ark., 1988).
Dehidrinler ilk olarak gelisen pamuk embriyolarinda ¢alisilmistir. Bugiine kadar 100’den
fazla dehidrin proteinleri Angiospermler, Gymnospermler, Pteridofit, Bryofit, mantarlar,
algler ve siyanobakteriler gibi ¢esitli bitki taksonlarini iceren pek ¢ok canlida arastirilmigtir
(Close, 1997; Campbell ve ark., 1997; Abba, 2006; Saavedra, 2006).

Dehidrinlerin biiytikligii 82-648 aminoasit arasinda degisir ve ¢ozliinmiis proteinlerin
%1-5’1 oraninda birikebilirler (Close, 1996). Dehidrin proteinin biiyiikliigiiniin 9-200 kDa
arasinda oldugu, molekiiler agirhginin ise 5.3-66.3 kDa (ortalama 18.3 kDa) arasinda
degistigi SDS ile tespit edilmistir (Ouilet ve ark., 1993; Close, 1996; Sarhan ve ark., 1997;
Shih ve ark., 2008). Molekiiler agirligindaki bu farkliligin nedeninin ise tekrarli K
segmentlerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Dehidrinlerin, niikleusta, sitoplazmada, plazma membraninda, mitokondri ve
vakuollerde bulunduklari tespit edilmistir (Sarhan ve ark., 1997; Danyluk ve ark., 1998;
Heyen ve ark., 2002; Borovskii ve ark., 2002). Ayrica hiicre igi organellerin
endomembranlarinin iginde ve etrafinda yer aldiklar da goriilmiistiir (Close ve ark., 1993).
Dehidrinler bitki dokularinda, tohum olgunlasmasi ve gesitli ¢evresel faktorlerden
indiiklenen osmotik streslerin neden oldugu hiicresel dehidrasyonlarda biriktikleri tespit
edilmistir (Close, 1996). Ornegin; strese maruz birakilan geltikteki dehidrin proteinin
(PMAS80) vyiiksek miktarda biriktigi gozlenmistir (Cheng ve ark., 2002). Ayrica
dehidrinlerin, bitkilerde genellikle gelisme doneminde farkli dokularda farkli cesit ve
miktarlarda bulundugu belirtilmistir. Ornegin; Arabidopsis’te RAB18 ve misirda RAB17
(DHNZ1; YSK) dehidrin proteinlerinin olgun tohum i¢indeki endosperm ve embriyodaki
bolgelerde dagmik halde bulunduklart gosterilmistir (Lang ve ark., 1992; Goday ve ark.,
1994). Glisince zengin olan dehidrinler hiperosmotik durumlarda hidrofilik proteinlerin
birikimi ile adaptasyon 6zelliklerini korumuslardir (Garay-Arroyo, 2000).

Dehidrinler, K - S - Y - ® (Fi segmenti) segmentleri olarak isimlendirilen korunmus
4 segment igerirler (Close, 1996). Dehidrinlerin yapisal 6zelliklerini belirlemek igin,

lizince zengin korunmus K segmenti (EKKGIMDKIKEKLPG), serin bakimindan zengin S
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segmenti (SSSSSSS) ve daha az miktarda bulunan Y segmenti (V/T]DEYGNP) baz alinir.
Ayrica K segmentlerinin arasinda bulunan polar aminoasitlerce zengin olan Fi segmentleri
de yer almaktadir (Close, 1996, 1997; Hughes ve ark., 1989). Dehidrinler, en az bir K
segmenti (EKKGIMDKIKEKLPG) bulundururlar. K segmenti genel olarak proteinin
karboksil ucunda bulunmakta ve amfipatik sarmal yap: olusturma &zelligine sahiptir. K
segmentinin sarmal yapist hiicre zar1 ve proteinler ile etkilesimde bulunulmasini
saglamaktadir (Koag ve ark., 2009; Hughes ve ark., 2011). S segmenti, fosforilasyon
araciligiyla degisime ugrayabilir ve protein konformasyonunda iyon baglama aktivitesinde
diizenleyici bir gorev alabilecegi diisiiniilmektedir (Jensen ve ark., 1998; Alsheikh ve ark.,
2005). Y segmenti (DEYGNP) amino ucuna yakin bolgede yer almaktadir ve cesitli
organizmalarda saperon proteinlerinin niikleotid baglanma béolgelerindeki motiflerle kismi
aminoasit benzerligi géstermektedir (Close, 1996).

K, S, Y ve Fi segmentlerinin kombinasyonlarina bagl olarak dehidrinler 5 alt sinifa
ayrilmistir. Bunlar: YnSKy, SKn, Kn, YnKy, KnS seklindedir (Sekil 2), (Campbell vd,
1997). Her motif farkli kosullar altinda dehidrasyon stresine yanit vermektedir. YnSKy
motifi ABA ve dehidrasyona yanit gosterirken, Kn ve YnKy motifleri diisiik sicakliga;
SKn tuzluluk, distik sicaklik, kuraklik veya yaralanma gibi etkilere; KnS ise kuraklik ve
diisiik sicakliga yanit vermektedir (Rorat, 2006).

Grup 2 (D-11)

o - — 71

SK II 3 II n:1-11
K ( )n n:1-11
KS ( )n || S || n:1-3
n:1-11
y:1-4

Sekil 2. Dehidrin protein dizilerindeki motiflerin ¢esitleri ve
yerlesimleri (n, y; tekrarlanma sayisi).



12

Dehidrin geni, konstitiitiif olarak sentezlenen (Bravo ve ark., 1999; Nylander ve ark.,
2001) ozellikle tuz, kuruma ve soguk stresinde, absisik asit uygulamasinda, hiicresel
dehidrasyon durumlarinda (Shinozaki ve ark., 1996; Bray, 1997; Richard ve ark., 2000),
stomalarin kapanma modifikasyonlarinda (Cornic, 2000), osmotik dengede (Hare, 1998)
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde (Ingram, 1996) gorev alan LEA protein ailesinin bir
tiyesidir (Close, 1996; Campbell, 1997; Close, 1997; Allagulova, 2003; Rorat, 2006).

Dehidrin (DHN) genlerinin; tuzluluk, dehidrasyon ve diisiik sicaklik (Ingram ve ark.,
1996; Wang ve ark., 2003) gibi abiyotik stres kosullarinda, bitki stres cevabinda 6énemli rol
oynadig belirtilmektedir. Dehidrin proteinlerinin birikiminin, soguk iklim, soguga uyum,
donma, kuruma ve tuzluluga tolerans ile pozitif korelasyon i¢inde oldugu degisik bitki
tiirleri ile yapilan caligmalar ile kamtlannstir (Pelah ve ark., 1997). Ornegin; Kore
arpasinda yapilan ¢alismada DHN3 ve DHN4 proteinleri ile kuraklik arasinda yiiksek
oranda pozitif korelasyonun oldugu gosterilmistir (Park ve ark., 2006).

Dehidrinlerin dehidrasyona karsi hiicre yapisini dengeleme (Danyluk ve ark., 1998),
soguk-koruyucu (Bravo ve ark., 2003; Sanchez-Ballesta ve ark., 2004) ve antifriz etkisi
gosterme (Wisniewski ve ark., 1999), diisiik su kosullar1 altinda enzim aktivitelerini
gelistirme (Rinne ve ark., 1999) ve osmoregulatér (Nylander ve ark., 2001) ya da radikal
uzaklastirict (Hara ve ark., 2003; Sun ve ark., 2010), vezikiillerin ve endomembran
yapilarinin korunmasinda, kalsiyum gibi iyonlarin ayrilmasinda, molekiiler saperonlar gibi
davranarak iyonlarin suya baglanmasinda ya da yer degistirmesinde (Close, 1996; Heyen
ve ark., 2002; Koag ve ark., 2003), bitki hiicrelerinin dehidrasyonun zararli etkilerine kars1
korunmasinda (Bray, 1993; Ingram ve ark., 1996), kurumaya direncte, su kaybindan
kaynaklanan hiicresel yapinin korumasinda, katlanmamis proteinlerin renaturasyonunda

fonksiyon gosterme (Bray, 1993; Cuming, 1999; Bray, 2000) gibi gorevleri bulunmaktadir.

1.6. Absisik Asit

Bitkisel hormonlar, bitkinin belirli noktalarinda diisiik konsantrasyonlarda
sentezlenen ve bitkinin diger kisimlarina tasinarak islevlerini gosteren kimyasal
maddelerdir. Bitkisel hormonlar olumsuz sartlara kars1 bitkilerin savunma mekanizmasi
gelistirmesini saglamada ve ¢evresel degisikliklerin algilanmasinda 6nemli rol oynarlar

(Oktiiren ve Sénmez, 2005). Bitki hormonlarindan birisi olan absisik asit (ABA) bitkinin
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her dokusunda bulunmakla birlikte en fazla yesil yapraklarda bulunmaktadir (Baktir,
2010).

Abiyotik stres faktorleri bitkilerde absisik asit biyosentezi ve birikimine neden
olmaktadir (Borsani, 2003). Yapilan ¢alismalarda ABA’nin kuraklik (luchi ve ark., 2001)
soguk (Kumar ve ark., 2008), donma (Zhou ve ark., 2006), agir metal (Hsu ve ark., 2006)
ve tuz stresi (Etehadnia ve ark., 2008; Ozfidan ve ark., 2013) gibi abiyotik streslere kars:
koruyucu oldugu belirtilmistir.

Bir bitki hormonu olan ABA kuraklik stresi sirasinda stomalarin kapanmasini uyarir
(Hartung ve ark. 2002) ve boylece transpirasyonu engeller (Kacar ve ark., 2006). Cevresel
streslerde yapraktaki ABA seviyesi 50 Kkat artmaktadir (Bressan, 2008). Koklerde
sentezlenen ve transpirasyonla bek¢i hiicrelerine tasinan ABA, bek¢i hiicrelerindeki
hipotetik ABA reseptoriine baglanarak, kuraklik stresi kosullarinda stomalarin
kapanmasini saglar (Teiz ve ark., 1998). Bu durum biiyiiyen bitkilerde CO2’nin aliminin
azalmasina neden olur ve fotosentetik verim diiser (Stuhlfauth ve ark., 1990). Ayrica
kuralik stresi altinda fotosentez mekanizmasinin diizenlenmesinde etkin rol oynadigin
bilinmektedir (Anjum ve ark., 2011; Dolferus, 2014). Ayrica disaridan uygulanan ABA’nin
bitkilerde stres iliskili genlerin seviyesini uyararak strese karsi toleransi artirdigi
belirtilmistir (Xiong ve ark., 2002; Fediuc, 2005; Zhu, 2010).

ABA kuraklik stresi sirasinda gen ifade degisiklerinde ve metabolizmanin yeniden
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (Shanker ve ark., 2014). ABA seviyesindeki artiglar
genlerin ifade edilmesini indiikleme, koruyucu proteinleri biriktirme, antioksidan
seviyesini arttirma ve enerji tiiketim yollarin1 baskilama gibi degisikliklere de yol
acmaktadir (Bartels ve ark., 2005; Taiz ve ark., 2010). Kuraklik kosullarinda gen
anlatimmi diizenleyen transkripsiyon faktorlerinden birisi olan bZIP gen ailesine sahip
proteinler ABA birikimi ile aktive olurlar ve gen aktarimin1i ABRE’lere (ABA-cevap
elementi) baglanarak diizenlerler (Bhargava ve ark., 2013; Dolferus, 2014). Kuraklik
stresinde bazi genler hizli bir cevap olustururken, digerleri ise ABA birikiminden sonra
yavas olarak indiiklenirler. Bulgular, kuraklik stresinin baslangi¢c sinyali ile genlerin
ifadeleri arasinda ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz sinyal iletim yolu oldugunu
gdstermektedir (Shinozaki, 1996). Bunun yaninda koklerden K* alinimi ve birikimi, Ca*?
’un sitoplazmada birikimi de ABA tarafindan tesvik edilmektedir (Borsani, 2003).
Ornegin; Vicia faba’ya disaridan ABA uygulanmasiyla bekgi hiicrelerinin protoplastlarinda
1,4,5- inositol trifosfat (IP3) miktar1 artmaktadir (Xiong ve ark.,, 2001). Bekgi
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hiicrelerindeki IP3, sitoplazmada Ca*? artisim1 saglayarak stomalarin kapanmasi tetikler
(Sanders ve ark., 1999). Sitoplazmik Ca*? artis1 osmotik stresle indiiklenen genlerin
ifadelerini tetikleyebilir (Wu ve ark., 1997).

Ayrica absisik asit, bitkilerde tohum dormansisi, ¢imlenmesi, olgunlagmasi,
ciceklenme, senesens ve vejetatif gelisme gibi cesitli biyolojik siireglerde ve ¢esitli
genlerin ifadesi gibi abiyotik stres cevaplarinda rol oynar (Kuhn ve Schroeder, 2003;
Umezawa ve ark., 2011; Finkelstein, 2013).

1.7. Salisilik Asit

Salisilik asit (SA), bitkilerde c¢esitli g¢evresel streslere karst bitki cevabinin
tetiklenmesinde 6nemli rolii olan sinyal bir hormondur. SA genel olarak bir hidroksil grubu
veya bu grubun islevsel tiirevini bulunduran ve aromatik bir halka iceren bitki
fenoliklerinin bir grubudur (Ozeker, 2005). SA’nin oksitatif hasara kars1 koruyucu etkisiyle
cok cesitli streslere karsi bitki toleransini arttirdig bildirilmistir (Hayat ve ark., 2007). SA
uygulamasi bitki toleransini, SA’in konsantrasyonuna, zamana ve bitkinin tiirline bagh
olarak farkli etkilemektedir (Hakimi ve ark., 2011; Sahar ve ark., 2011; Ghasemzadeh ve
ark., 2012; Agamy ve ark., 2013). Yapilan ¢aligmalarda SA'nin, kuraklik, tuz, soguk, 1si,
ultraviyole (Hua ve ark., 2008) ve hastalik direnci gibi abiyotik ve biyotik streslere verilen
bitki tepkilerindeki rolii gdsterilmistir. Ornegin; SA’nin, bugday fidelerinin su eksikliginde
(Bezrukova ve ark., 2001), ¢celtik ve salatalik fidelerinin tuzluluk derecelerine kars1 direnci
arttirdig (Shim ve ark., 2003), domates ve fasulyenin sicak ve soguk toleransini (Senaratna
ve ark., 2000; Wang ve ark., 2006), ¢eltigin agir metallerin zararli etkilerine kars1
toleransin1 (Mishra ve ark., 1999) ve antioksidan enzim aktivitesini (Szepesi ve ark., 2005)
arttirdiglr konusunda veriler elde edilmistir. Ayrica bir cilek tiirii ile yapilan caligmada,
farkli yogunluklarda salisilik asit uygulamasinin, membran gegirgenligini azalttig1 (Qing-
Moo ve ark., 2007), protein, prolin ve toplam klorofil miktarini artirdigi saptanmistir
(Tohma, 2007).

Salisilik asit, bitki biliylimesinin diizenlenmesinde, gelisiminde ve diger
organizmalarla etkilesiminde temel rol oynar (Harborne, 1980). Salisilik asit erken
ciceklenmeyi tesvik edici (Lee ve Skoog, 1965; Martinez ve ark., 2004), baz1 bitkilerin
tozlasma ve dollenmesinde (Tang, 1987), kok olusumunu uyarma (Kling ve Meyer, 1983),
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normal kosullarda ¢imlenmeyi geciktirme veya tohum canliligini arttirma (Xie ve ark.,
2007; Lee ve ark., 2010) gibi bitki biiylimesini ve gelismesini etkileyen igsel bir bitki
biiyiime diizenleyicisidir (Hayat ve ark., 2010). Salisilik asit bitki biiylime ve gelismesinin
yani sira fotosentez, stomatal diizenleme, solunum, senesens ve iyon aliminda da onemli
rol oynamaktadir (Vicente ve Plasencia, 2011). Ayrica farkli patojenlere karsi bitkilerde
"sistemik kazanilmis direng"‘i (SAR) ortaya ¢ikardigi (Aktas, 2001; Metraux, 2001) ve
patojenlere karsi direng kazanmanin en belirgin isareti olan PR1 proteinlerinin olusumunu

saglayarak hastaliklara kars1 direng kazandirdigi rapor edilmistir (Tomoya ve ark., 1998).

Tuz stresine maruz kalan bitkilere salisilik asit uygulandiginda, bitkilerde protein
iceriginin 6nemli derecede arttigi (Tohma ve ark., 2011), fotosentetik etkinligin gelistigi
(Noreen ve Ashraf, 2008), membran biitiinliigii ve fotosentetik pigmentlerin igeriginin
korundugu (Khodary, 2004; Canak¢i ve ark., 2004) kanitlanmistir. Ayrica inorganik
iyonlarin konsantrasyonunu degistirdigi belirlenmistir. Ornegin; misirda tuz stresi altinda
SA uygulanmasina bagh olarak N, Mg*?, Fe*2, Cu*? ve Mn*? birikim miktar1 artarken Na*
ve CI" miktar1 azalmistir (Gunes ve ark., 2005). Bunun yaninda stres altindaki bitkilerde
SA, kok apikal meristeminde hiicre boliinmesinin ilerlemesini ve verimliligin artmasini
saglamistir (Shakirova ve ark., 2003). SA uygulamasiyla prolin miktarinin artigina bagh
olarak antioksidan enzimlerin aktiviteleri de artmis ve bdylece tuz stresine tolerans da

artmigtir (Yusuf ve ark., 2008).

1.8. Reaktif Oksijen Tiirleri

1.8.1. Siiperoksit Radikali

Bitkiler ¢evresel strese maruz kaldiginda, siiperoksit (O2°7), hidrojen peroksit (H205),
hidroksil radikali (‘OH) ve singlet oksijen (*O2) gibi reaktif oksijen tiirleri iiretmektedirler.
Siiperoksit radikali (O27), oksijen molekiiliine bir elektron ilavesiyle meydana gelir.
Genellikle mitokondri ve kloroplastta elektron tasinim sirasinda olustugu gibi bir¢ok
organelde de tiretilmektedir (Apse, 2002). Siiperoksit kloroplastlarda fotosistem I (PS-I) ve
fotosistem Il (PS-11)’de iiretilmesinin yaninda (Elstner ve ark., 1994) molekiiler oksijenin
ferrodoksin tarafindan indirgenmesiyle de meydana gelmektedir (Mehlar, 1951).

Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiikk oranda
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indirgendiginde siiperoksit tiretimi artmaktadir. Peroksizomlarda da normal metabolizma
sonucu siiperoksit radikalleri olusmaktadir. Ayrica ketokolaminler, hidrokinonlar, rediikte
flavinler, tiyoller ve tetrahidrofolatlar gibi molekiillerin oksijen varliginda oksitlenerek
stiperoksitleri olustururlar. Bunun yaninda bir¢ok enzimin katalitik etkisiyle de siiperoksit
olusmaktadir (Murray ve ark., 1996). Siiperoksit radikali hem oksitleyici hemde indirgeyici
ozellige sahiptir. Siiperoksit radikali sitokrom c ile reaksiyonunda indirgeyici, epinefrin
oksidasyonunda ise oksitleyici 6zelligi gostermektedir (Akkus, 1995). Siiperoksit etkin
derecede reaktif olmamasina ragmen, hidrojen peroksit (H202) ve ardindan hidroksil ("OH)
olusturarak daha reaktif hale gelmektedir. Siiperoksit radikali lipid peroksidasyonu,
membran hasari, DNA ve RNA hasari, protein hasari, gegirgenlikte artis, hiicresel toksisite
ve mitokondriyal hasara sebep olmaktadir (Mojovi¢, 2004). Bazi ¢evresel stres
kosullarinda stomalarin kapanmasina bagli olarak biriken siiperoksit radikalleri
kloroplastlarda fotoinhibisyon ve fotooksidasyona neden olur (Hsu ve ark., 2003; Yang ve
ark., 2007). Siiperoksit anyonu siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle dismutasyona girerek
hidrojen peroksit (H202) ve oksijene (O2) donistiiriilmektedir (Halliwell, 1984; Mittova ve
ark., 2002).

1.8.1.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H202), molekiiler oksijenin iki elektron almasi veya siiperoksidin
bir elektron almasiyla olusabildigi gibi siiperoksidin enzimatik olmayan ya da SOD
enziminin dismutasyonu sonucunda olusmaktadir. Ayrica oksidaz enzimlerinin aktiviteleri
sonucunda da olusabilmektedir (Murray ve ark., 1996; Torres ve ark., 2005). Fotosentez ve
solunumda rol alan pek ¢ok reaksiyon hidrojen peroksit iiretiminde gorev almaktadir. H2O2
peroksizomlarda, glikolat, yag asitleri ve diger substratlarin oksidasyonuyla da
tiretilebilmektedir (Dat ve ark., 2000). Hidrojen peroksidin yapisinda eslesmemis elektron
bulunmaz. Bu yiizden radikal degildir, ancak biyolojik membranlar1 gegerek hiicrelere
kolayca diflize olabilir (Halliwell, 1994). ROT olarak ifade edilmesinin nedeni 6zellikle
demir ve gecis metalleri varliginda fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit ile en reaktif ve
hasar verici hidroksil (OH") radikalini olusturmasidir (Halliwell ve ark., 2000). Hidrojen
peroksit, Calvin dongiisiiniin enzimlerinin oksidasyonuna sebep olarak fotosentezi
engellemektedir. Hidrojen peroksidin oksitleyici 6zelligi ile olusan reaktif formlar lipid

peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Bundan dolay:r hidrojen peroksitin
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biyolojik membranlardan hemen uzaklastirilmasi gerekmektedir. Antioksidan enzimlerden
olan katalaz ve peroksidaz biyolojik membranlardan hidrojen peroksidi uzaklastirirlar
(Zhu, 2005).

1.8.1.3. Singlet Oksijen

Oksijenin giiclii oksidatif formu olarak tanimlanan singlet oksijen (:02); molekiiler
oksijenin (O2) yiiksek enerjiyle ciftlesmemis elektronlarindan birinin ters dénmesi ile
olusur (Foyer, 1994). Ozellikle bitkilerde singlet oksijen (*O2) fotosentez reaksiyonlarinda
meydana gelmektedir. Ornegin; stres kosullarinda bitkilerde fotosentetik elektron tasinimi
sirasinda elektronlar ferrodoksin araciligiyla NADP* yerine oksijene verilerek siiperoksit
olusturulur (Malkin ve ark., 2000). Singlet oksijen (*O), elektron tasima sisteminde
oksijenin fazladan enerji alarak olustugu gibi pigmentlerin oksijenli ortamda 1s1k
absorblamasiyla veya hidroperoksitlerin metallerle yikimi gibi kimyasal ve fotokimyasal
yollarla da iiretilmektedir (Wright ve ark. 2002). O’nin ortaklasmamis elektronu
olmadig: i¢in radikal ozellik gostermez fakat oldukga reaktif bir tiirdiir (Akkus, 1995).
Delta ve sigma olmak tizere iki formu bulunan singlet oksijen karbon-karbon gift
baglariyla reaksiyona girerler. Karotenoitler, fiziksel veya kimyasal olarak singlet oksijeni

baskilarlar ve singlet oksijen molekiiliinii siipiirme 6zelligi gosterirler.

1.9. Misirla Tigili Bilgiler

Poaceae (bugdaygiller) familyasindan olup monokotiledon bir bitkidir. Bir yillik otsu
bir bitki olan musir yetistigi bolgeye gore 1,5-3 metre boya ulasabilmektedir. Misir
yapraklar1 yapragin ucuna dogru gidildikge sivrilerek, uzun ince bir mizrak seklini alir.
Yapraklarin kenarlari biitiin, dalgali, ortasinda biiyiik bir ana damar ve ona paralel olan ¢ok
sayida sagli, sollu yan damarlar yer alir. Erkek ve disi ¢icekleri ayr1 ayr1 fakat ayni bitkide
yer aldigindan monoik bir bitkidir. Disi ¢i¢ekleri kocandan ¢ikan piiskiillerdir. Meyvesine
kisaca misir kocani denir ve bu kogan iizerinde 100-200 adet misir tohumu dizilmistir
(URL-1).

Masir bitkisinin Anayurdu Giiney Amerika olup, Amerika Kitasi’nin kesfinden sonra

Avrupa’ya, oradan da Afrika Anakarasi ve Misir lizerinden iilkemize getirilmistir. Misir



18

icin Tirkiye’nin iklimi oldukc¢a uygundur ve 6zellikle iilkemizde Karadeniz ve Akdeniz
Bolgesinde genis bir alanda yetistirilmektedir. Misir koganlar1 toplanip kurutularak nisasta
veya bitkisel yag elde edilmesi i¢in kullanilir. Misir bitkisinin taneleri, yiiksek oranda
nisasta ile doymamis yag asitleri, A vitamini ve sterolleri igerir. Misir piiskiilleri ise
kurutularak glikoz ve maltoz gibi sekerler, steroller, regine, potasyum tuzlart ve ugucu yag
iceren ila¢ yapiminda kullanilir. Misir tanelerinden elde edilen misirdzii yaginin, sivi
bitkisel bir yemeklik yag olarak, damar sertligini 6nledigi bilinmektedir. Bunun yaninda
besleyici degerinden dolayr musir taneleri hayvanlar igin de yem sanayisinde
kullanilmaktadir. Tanelerinden un elde edilmekte ve gilinlimiizde kullanimi

yayginlasmaktadir (URL-1).

1.10. rld1 Misir Mutanti ile Tlgili Bilgiler

Misir  yapraklarinin - dorsoventral (adaksiyal/abaksiyal) polaritesi meristemde
olusturulur ve yapragin diizgiin biiytimesini ve modellemesini koordine etmek igin organ
gelisimi boyunca siirdiirtiliir. Leaf rolled 1 (rldl) adaksiyal/iist yaprak yiizeyinin
tanimlanmasi i¢in gereklidir. Adaksiyal/abaksiyal polaritenin tanimlanmasi, gelismekte
olan primordiyumun {ist ve alt alanlari igindeki farkli hiicre tiplerinin farklilagsmasina yol
acar. Bu durumda rld1 geninin yapragin yukaritya dogru kivrilmasini kontrol ettigi ve smif
Il homodomain 16sin fermuar proteinini (HD-ZIPI1I1) kodladig1 kaydedilmistir (Juarez ve
ark., 2004). rldl HD-ZIPIII genleri, SAM'n (shoot apical meristem-siirgiin apikal
meristemi) orta bolgesinde ve baslangi¢ yaprak primordiyumunda ifade edilir. Misirda bu
polar ifade modeli, miRNA166 veya miRNA165'in abaksiyal ifadesi ile kurulur ve bu
durum HD-ZIPIII transkriptlerine kapsamli tamamlayicilik saglar ve bunlarin
boliinmelerini yonlendirir. rldl mutantlarmin Arabidopsis mutantlart olan phabulosa,
kanadi ve YABBY familyas1 mutantlartyla benzer fenotipik 6zellikler gosterdigi ve stressiz

kosullarda yapraklarinin kivrik oldugu rapor edilmistir (Juarez ve ark., 2004).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Misir (Zea mays L.) tohumu (Burak c¢esidi) Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’'nden ve rld1l mutant (normal kosullarda yapraklar1 kivrik mutant-rld1) tohumu
Misir Genetik Dayanisma Stok Merkezi’nden (Amerika) temin edildi. Beser adet tohumlar
25x18x12 cm’lik toprak iceren saksilara ekilerek bitki biiyiitme odasinda kontrollii
kosullarda (16 saat 22 °C giindiiz, 8 saat 18 °C gece sicakliginda, %50-60 bagil nemde)
dort yaprakli asamaya kadar (yaklasik 3-4 hafta) biiyiitiildii. Bu siire zarfinda saks1 basina
iki giinde bir 200 ml su verildi. Dort yaprakli asamaya gelen bitkiler toprak distii

kisimlarindan kesilerek igerisinde saf su bulunan cam tiiplere aktarilarak 1 saat bekletildi.

2.2. Farkh Dehidrin icerigi Olusturulup, Yaprak Kivrilmasinin izlenmesi ve
Dehidrin Seviyesinde Meydana Gelen Degisimlerin Belirlenmesi

Yaprak kivrilmasi ve dehidrinler arasindaki iliskiyi belirlemek ve yaprak kivrilma
cevabinda dehidrinlerin absisik asit (ABA), salisilik asit (SA) ve hidrojen peroksit ve
stiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri ile etkilesimini ortaya koymak amaciyla, oncelikle
yapraklarda dehidrin igerigini artiran salisilik asit (diisiikk seviyede), absisik asit ve PEG
6000 konsantrasyonu belirlendi. Bunun igin literatiirdeki bilgilere gore dehidrin igerigini
en fazla artiran 0-200 uM SA (Sun ve ark. 2009) ve 0-150 uM ABA (Zhang ve ark., 2008)
ile (-0,5 MPa)-(-0,6 MPa) PEG 6000 (Sun ve ark. 2006) bitkilere uygulandi. Yiiksek
konsantrasyonda SA uygulamalar1 (200-1000 uM) sonucu dehidrin igerigini en fazla
azaltan konsantrasyon belirlendi. Dehidrin igerikleri western blot yontemiyle saptandi.
Daha sonra bu etkili konsantrasyonlar kullanilarak bitkiler 8 gruba ayrildi ve yaprak

kivrilma derecesi (%) olgtildii.
Farkli dehidrin igerigi olusturulan bitkiler asagidaki gibi gruplandirildi.

« Birinci grup: Mutant olmayan bitkiler toplam 12 saat saf suda bekletildi (Terzi ve ark.,
2014) ve bu uygulamalar “Kontrol” grubu olarak adlandirildi.
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» Ikinci grup: Mutant olmayan bitkiler 6 saat saf suda bekletildikten sonra 6 saat PEG 6000
ihtiva eden ¢ozelti igerisinde tutuldu ve bu uygulamalar “PEG” olarak adlandirildu.

» Uciincii grup: Mutant olmayan bitkiler dehidrin igerigini artiran diisiik seviyedeki SA (25
uM) 6n muamelesine 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat saf suda bekletildi ve bu
uygulamalar “25 uM SA” grubu olarak adlandirildu.

 Dordiincii grup: Mutant olmayan bitkiler dehidrin igerigini artiran diisiik seviyedeki SA
(25 uM) 6n muamelesine 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat PEG 6000 igeren ¢ozelti
icerisinde bekletildi ve bu uygulamalar “25 uM SA+PEG” olarak adlandirildi.

* Besinci grup: Mutant olmayan bitkiler dehidrin igerigini azaltan yiiksek seviyedeki SA
(200 uM) 6n muamelesine 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat saf suda bekletildi ve bu
uygulamalar “200 uM SA” grubu olarak adlandirildi.

* Altinc1 grup: Mutant olmayan bitkiler dehidrin igerigini azaltan yiiksek seviyedeki SA
(200 uM) 6n muamelesine 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat PEG 6000 igeren ¢ozelti
icerisinde bekletildi ve bu uygulamalar “200 uM SA+PEG” olarak adlandirildu.

* Yedinci grup: Mutant olmayan bitkiler dehidrin igerigini artiran ABA (100 uM) 6n
muamelesine 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat saf suda bekletildi ve bu uygulamalar
“ABA” grubu olarak adlandirildu.

« Sekizinci grup: Mutant olmayan bitkiler dehidrin icerigini artiran ABA (100 pM) 6n
muamelesine 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat PEG 6000 igeren ¢ozelti igerisinde
bekletildi ve bu uygulamalar “ABA+PEG” olarak adlandirildi.

Yukarida ifade edilen bu uygulamalarla, farkli dehidrin seviyeleri olusturulup
dehidrinlerle igsel reaktif oksijen tiirleri arasindaki etkilesim ile dehidrin ve yaprak

kivrilmasi arasindaki iliski belirlenmistir.

2.3. Farkh Yaprak Kivrilma Derecesi Olusturulup, Dehidrin Seviyesinde
Meydana Gelen Degisimlerin Belirlenmesi

Normal kosullarda yapraklar1 kivrik mutant (rolledleafl, rld1l) ve mutant olmayan

bitkiler yukarida belirtilen sekilde yetistirildi ve ardindan bitkiler 4 gruba ayrildi.
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« Birinci grup: Mutant olmayan bitkiler toplam 12 saat saf suda bekletildi ve “Kontrol”
grubu olarak adlandirildi

» Ikinci grup: Mutant olmayan bitkiler 6 saat saf suda bekletildikten sonra 6 saat PEG 6000
ihtiva eden ¢ozelti igerisinde tutuldu ve bu uygulamalar “PEG” olarak adlandirildu.

» Ugiincii grup: rld1 mutant bitkiler toplam 12 saat saf suda bekletildi ve bu uygulamalar

“rld1 Kontrol” grubu olarak adlandirildi.

« Dordiincti grup: rld1l mutant bitkiler 6 saat saf suda bekletildikten sonra 6 saat PEG 6000

ihtiva eden ¢ozelti igerisinde tutuldu ve bu uygulamalar “rld1 PEG” olarak adlandirildi.

Bu uygulamalarla farkli yaprak kivrilma dereceleri olusturulup kivrilma cevabinda
dehidrinlerle reaktif oksijen tiirleri arasindaki etkilesim ile dehidrin ve yaprak kivrilmasi
arasindaki iliski belirlendi.

Yukarida belirtilen tim bitki gruplarinda asagidaki analizler yapildi.

2. 4. Yaprak Kivrilma Derecesinin Olciilmesi

Yaprak kivrilma derecesi Kadioglu ve Terzi (2007)’ye gore belirlendi. Yapraklarin
kivrilmasindan 6nce ve sonra yapraklarin orta kisimlarinin eni dlgiildii. Yaprak kivrilma

derecesi, kivrilma sonucunda yaprak enindeki % azalma olarak ifade edildi.

2.5. Protein Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu i¢in, 0,05 g yaprak sivi azotta dondurularak homojenizatorde
pargalandi. Her bir 6rnek i¢in protein ekstraksiyon tamponu (PEB, Agrisera AS08 300)
500 pl olacak sekilde kullanildi ve ekstrakt 4 °C*de 10000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ardindan siipernatant yeni bir tiipe aktarilip -20 °C’de saklandi. Siipernatanttaki protein
konsantrasyonu standart olarak bovin serum albuminin kullanilmasiyla Bradford’a (1976)
gore belirlendi. Protein tayini i¢in, hazirlanan ekstraklardan numune basina 10 pl ornek,
190 pl distile su ve 1000 ul Coomassie Brillant Blue G250 boyar maddesi kullanildi ve
daha sonra boyar maddesi ile proteinlerin olusturdugu kompleks 595 nm’de olgiildii.

Protein miktarlar1 standart grafik yardimiyla mg protein/g taze agirlik olarak hesaplandi.
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2.5.1. SDS PAGE ve Western Blot Analizleri

SDS PAGE ve dehidrin western blot analizleri igin, 20 pg/20ul total protein ile
protein molekiiler agirlik standardi (Western C protein standart, Bio-Rad) poliakrilamid
jele yiiklendi (Mini Protein %4-20 protein jel Bio-Rad, 4568095). Jel 80 mA’de 30-40 dk
elektroforez tamponunda yiritildi. Jelde yiiriitiilmiis proteinler, PVDF membrana
(Transblot Turbo Transfer Paket, Bio Rad 1704156) blotlama cihaz1 (Trans Blot Turbo
Sistem, Bio Rad 1704155) ile aktarildi. Immun belirleme igin blotlanmis membran, 1 saat
stireyle blotlama soliisyonuna (%5 yagsiz kuru siit, 24,8 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl,
2,7 mM KCI ve %0,5 Tween 20 (TTBS) alindi. Membran sallayicida 10 dakika boyunca 5
dakika araliklar ile 2 kez TTBS ile yikandi. Ardindan 1 gece boyunca poliklonal tavsan
anti dehidrin primer antikoru (Agrisera AS07 206) ile inkiibe edildi. TTBS ile 10 dakika
stiresince 5 dakika araliklar ile 2 kez yikamanin ardindan membran, alkalin fosfataz bagh
kegi anti rabbit immunoglobulin G (IgG) poliklonal antikoru (Sigma A4187) ile 4 saat
muamele edildi. Bes dakikalik 2 yikamanin ardindan, ortama 5- BCIP/NBT igeren alkalin
fosfataz substrat (Bio Rad 1706432) soliisyonu eklendi ve reaksiyon i¢in yaklasik olarak
15 dakika beklendi. Membran su ile yikandi ve goriintiileme sistemi ile resimlendi
(ChemiDoc MP sistem, Bio Rad) ve kullanilan markere goére miktarlar tespit edildi (Image
Lab 5.1 Bio Rad).

2.6. Siiperoksit Radikalinin Belirlenmesi

Siiperoksit olusumu spektofotometrik olarak Frahry ve Schopfer (2001)’e gore
gerceklestirildi. Bu metotta tetrazolyum tuzu XTT’nin NADPH ya da NADH tarafindan

indirgenmesi 470 nm’de 25 dakika boyunca takip edilerek superoksit radikali belirlendi.

2.7. Hidrojen Peroksit I¢eriginin Belirlenmesi

Yaprak orneklerinden 0,1 gr tartilip sivi azotta dondurduktan sonra homojenizatorde
5 dakika parcalandi. Uzerine 1800 pl trikloroasetik asit (TCA) koyarak 5 dakika
hemojenize edildi. Ardindan 4 °C’de 10000 g’de 15 dakikasantrifiij edilerek siipernatantlar
alindi. Siipernatanttan 0,5 ml alinarak tizerine 0,5 ml 10 mM potasyum fosfat (pH 7,0) ve
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0,75 ml 1 M KI ilave edildi ve spektrofotometrede 390 nm’de 6lgiildii. H202 igerigi pmol
g taze agirlik olarak ifade edildi.

2.8. Nispi Su I¢eriginin Belirlenmesi

Yaprak numunelerininin nispi su igerigini (NSI) belirlemek igin yaprak taze
agirliklart (TA) kaydedildi. Ardindan yaprak numuneleri +4°C’de deiyonize su igerisine
alind1 ve 24 saat tutularak turgid (TuA) agirliklar1 belirlendi (Castillo 1996). Daha sonra
ornekler 65°C’ye ayarlanmis etiiv igerisine birakilarak 48 saat sonunda kuru agirliklari
(KA) kaydedildi. NSI &l¢iimii i¢in elde edilen degerler asagida belirtilen formiilde yerine
yazilarak hesaplama yapildi.

NSI (%) = (TA-KA/TuA-KA)x100

2.9. Dehidrin Gen ifadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

Dehidrin nispi gen ifadesi belirlenecek genler igin gerekli primerler, NCBI veri
tabanindaki gen sekanslari esas almarak Primer 3 Plus Programi ile pirimer dizayni yapildi
(http://primer3plus.com). Baz sirasi diizenlenen primerler yine ayni web sitesi ve ayni
programla blast yapildi ve primerlerin eslesme oranlari incelendi. Pirimerlerin dehidrin
geni icin uygun bolgelerle baglanti yapabilecegi dogrulandi. Gen ifadesi ¢aligmalarinda

referans gen oldugu bilinen AKTIN 1 geni i¢in ayrica pirimer dizaym yapildi.

2.10. RNA Izolasyonu, cDNA Uretimi ve Real-Time PCR Olgiimleri

Taze ya da -80 °C’de donmus bitki 6rneklerinden 0,1 g kadar alind1 ve toplam RNA
izolasyonu bu 6rnekler kullanilarak gergeklestirildi. Bu 6rnekler tizerine sivi azot dokiildii
ve ardindan ornekler bir doku homojenizatorii yardimiyla pargalandi. Daha sonra, toplam
RNA izolasyon kiti (Pure Link RNA Mini Kit 121830018A, Ambion Applied Life Tech.)
araciligiyla ve satici firmanin belirttigi prosediire uygun olarak toplam RNA izolasyonu
islemleri tamamlandi. RNA eldesinin miktarin1 ve safligin1 belirlemek igin nanodrop

spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000, Amerika) kullanilarak 6l¢iim
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yapildi. Bu elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi yapilana kadar 6rnekler -80
°C’de bekletildi. Elde edilen RNA 6rneklerinden her bir bitki numunesi i¢in CDNA (2000
ng) elde edildi. cDNA sentezinin ger¢eklestirilmesi igin Kit (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit 4368814, Applied Biosystems) kullanildi. Elde edilen cDNA’lar daha
sonra yapilacak olan Real Time PCR analizleri igin -20 °C’de bekletildi. Elde edilen cDNA
kaliplart ile Real Time PCR islemleri gerceklestirildi. Gen ifadesi 6l¢iimii i¢in Ornekler
tizerine 5X HOT FIREPol Eva Green gPCR Supermix (08-36-00008, Solis Biodyne) ilave
edildi ve CFX Connect Real Time PCR System (BioRad) laboratuvar cihazi ile okuma
yapildi. Real Time PCR islemleri Solis Biodyne firmasinin 6nerdigi islem basamaklari
diizenlenerek; 95 °C’de 12 dakika, 95 °C’de 15 saniye 45 dongii, 60,0 °C’de 30 saniye,
72,0 °C’de 30 saniye, erime egrisi i¢in 65,0 °C’den 95 °C’ye 0,5 °C’lik artiglarla yapilda.
Her 6rnege ait biyolojik tekrarlar 3 tekerriir olacak seklinde istatistik analiz yapildi. Gen
ifadesi ¢alismalarinda referans gen oldugu bilinen AKTIN 1 genine 6zel primerlerle

yukarida belirtilen paralel islemler yapildi.

Tablo 1. DHN2 gen ifade seviyesi i¢in RT-PCR protokolii

Adim Sicaklik Stire Dongu
Baslangig Aktivasyonu 95 °C 12 dakika 1
Denaturasyon 95 °C 15 saniye 44
Baglanma 60 °C 30 saniye
Uzama 72°C 30 saniye
Plate Okuma - -
Erime Egrisi Islemleri 65 °C -95 °C aras1 yarim °C’lik artiglar ve -

5 saniye arayla plate okumasi

Tablo 2. DHN2 genine 6zgii primer sekanslari

Gen Adi | NCBI Erisim No Primer Ad1 ve Sekansi

AKTIN 1 | NM_001155179.1 ACT1Zm_F: “GAAGATCACCCTGTGCTGCT”
ACT1Zm_R: “ACCAGTTGTTCGCCCACTAG”

DHN2 | NM_001154006.1 DHRNZm_F:
“GAAGGTAGCTAGCGTTGGCA”
DHRNZm_R:

“ACCACGTCCTACACAAGCAG”
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2.11. istatistiki Analizler

Denemeler, tesadiif parseller deneme deseni planinda kurulacak olup, 3 paralel ve en
az 5 tekrarli olarak yapildi. Uygulamalara bagli olarak yapilan o6rneklemeler ve
ekstraksiyonlar sonucu elde edilen veriler, Windows tabanli, lisansli bir paket program
olan Statistic Package for Social Sciences (SPSS) ile bilgisayar ortaminda ANOVA

varyans analiz testleri ile degerlendirildi.



3. BULGULAR

3.1. Farkh Dehidrin icerigi Olusturulup, Yaprak Kivrilmasmin Izlenmesi ve
Dehidrin Seviyesinde Meydana Gelen Degisimlerin Belirlenmesi

Farkli dehidrin igerigi olusturulup yaprak kivrilmasinin izlenmesi ve dehidrin
seviyesinde meydana gelen degisimleri belirlemek amaciyla fideler 9 farkhi
konsantrasyonda hazirlanmis olan salisilik asit (SA) soliisyonlarina (0, 10, 25, 50, 100,
200, 250, 500 ve 1000 uM) 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat kuraklik stresi (%5
PEG 6000) uygulandi. Farkli konsantrasyonlarda SA uygulamalarindan sonra western blot
yontemiyle dehidrin seviyelerinde meydana gelen degisimler degerlendirildi. Farkli
konsantrasyonlarda SA ile muamele edilen fidelerde dehidrin seviyesinin degistigi
saptandi. PEG uygulanan fidelerle kiyaslandiginda (SA 6n muamelesiz; kontrol) dehidrin
protein seviyesinin en fazla 25 uM SA uygulanan fidelerde arttigi, 200 uM SA uygulanan
fidelerde azaldigi sonucuna varildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Ozmotik stres ortaminda farkli konsantrasyonlarda SA ile muamele edilen misir
fidelerinin dehidrin proteinlerinin western blot analizleri (a) ve dehidrin band
yogunluklariim kontrole gére % olarak ifadesi (b).

Dehidrin seviyesindeki degisimi kesin olarak belirlemek i¢in yukarida ifade edildigi
gibi dehidrin gen ifadesi real time-PCR ile 6lgiildii ve elde edilen verilerin western blot
sonuglarin1 destekler nitelikte oldugu goriildii (Sekil 4). Bu nedenle bundan sonraki
caligmalarda dehidrin seviyesini artiran konsantrasyon olarak 25 pM SA, azaltan

konsantrasyon olarak 200 uM SA kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4. Ozmotik stres ortaminda farkli konsantrasyonlarda SA ile muamele edilen misir
fidelerinin DHN2 geni nispi ifade seviyesi.

Benzer sekilde dehidrin igerigini artiran absisik asit (ABA) konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla fideler 7 farkli konsantrasyonda hazirlanmis olan ABA soliisyonlarina
(0, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM) 6 saat maruz birakildiktan sonra 6 saat kuraklik stresi
(%5 PEG 6000) uygulandi. Farkli konsantrasyonlarda ABA uygulamalarindan sonra
western blot yontemiyle dehidrin seviyelerinde meydana gelen degisimler degerlendirildi.
PEG uygulanan fidelerle kiyaslandiginda (ABA 6n muamelesiz; kontrol) dehidrin protein

seviyesinin en fazla 100 uM ABA uygulanan fidelerde arttigi sonucuna varildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Ozmotik stres ortaminda farkli konsantrasyonlarda ABA ile muamele edilen
musir fidelerinin dehidrin proteinlerinin western blot analizleri (a) ve dehidrin
band yogunluklarinin kontrole gore % olarak ifadesi (b).

Ayrica dehidrin geni nispi ifade seviyesinde meydana gelen degisimlerin western
blot sonuglarin1 destekler nitelikte oldugu saptand:i (Sekil 6). Bu nedenle dehidrin
seviyesini artiran konsantrasyon olarak 100 uM ABA kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 6. Ozmotik stres ortaminda farkli konsantrasyonlarda ABA ile muamele edilen
musir fidelerinin DHN2 geni nispi ifade seviyesi. Siitunlar tizerindeki barlar
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aym harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda dehidrin seviyesini artiran SA ve ABA ile dehidrin
seviyesini azaltan SA konsantrasyonlar1 belirlendi. Daha sonra ise materyal ve yontemler
bolimiinde agiklandigr sekilde bitkiler 8 gruba ayrildi ve western blot yontemiyle dehidrin
seviyesinde meydana gelen degisimlere paralel olarak fidelerin yaprak kivrilma dereceleri
olgtildii.

Western blot analizleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim uygulamalarda dehidrin
seviyesinde onemli farkliliklarin oldugunu gosterdi. Densitometri (dehidrin band
yogunlugu) verilerine gore kontrolle kiyaslandiginda en 6nemli farkliligin 100 uM ABA
uygulanan ve ozmotik strese maruz kalan fidelerde oldugu kaydedildi. 25 pM SA
uygulanan fidelerde de dehidrin seviyesinin arttig1 bulundu. Yine sadece PEG uygulanan
fidelerde dehidrin seviyesinin arttigi fakat bu artisgimn 100 uM ABA ve 25 uM SA
uygulamalarindaki kadar fazla olmadig: tespit edildi. Diger taraftan 200 uM uygulanan
SA’nin dehidrinleri baskiladig: belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. Kontrol sartlarinda ve ozmotik stres ortaminda farkli uygulamalara maruz
birakilan musir fidelerinin dehidrin proteinlerinin western blot analizleri (a) ve
dehidrin band yogunluklarinin kontrole gore % olarak ifadesi (b).

Yukaridaki uygulamalara paralel olarak ozmotik stres ortaminda yaprak kivrilma
derecesi de degerlendirildi. Kontrol (saf su) grubu bitkilerinde yaprak kivrilmasi
gbzlenmezken, diger grup bitkilerde kivrilmanin oldugu belirlendi. PEG uygulanan
fidelerde kontrolle kiyaslandiginda yaprak kivrilma derecesinin arttigi bulundu. Ozmotik
stres kosullarinda 25 pM SA ve 100 uM ABA uygulamalarindan sonra PEG grubuyla
kiyaslandiginda kivrilma derecesinin azaldigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra ise
kivrilmanin arttigi bulundu. PEG uygulanan fidelerde yaprak kivrilma derecesi %34,53
olarak olgiiliirken, 25 uM SA ve 100 uM ABA uygulanan gruplarda %25,4 ve %29,51,
200 uM SA uygulanan grupta ise bu degerin %38,21 oldugu kaydedildi (Sekil 8). Bu
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sonuclar SA ve ABA araciligiyla artan dehidrin igeriginin yaprak kivrilmasimi azalttigini

gosterdi.
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Sekil 8. Kontrol sartlarinda ve ozmotik stres ortaminda farkli dehidrin igerigi
olusturulan musir fidelerinin yaprak kivrilma derecesi (%).

3.2. Farkh Yaprak Kivrilma Derecesi Olusturulup, Dehidrin Seviyesinde
Meydana Gelen Degisimlerin Belirlenmesi

Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulup, dehidrin seviyesinde meydana gelen
degisimleri belirlemek i¢in materyal ve yontemler boliimiinde agiklandigi sekilde bitkiler 4
gruba ayrildi ve ilk olarak yaprak kivrilma derecesi degerlendirildi. Burak Kontrol (saf su)
grubu bitkilerinde yaprak kivrilmasi gozlenmezken, rldl Kontrol grubunda %66,50
kivrilmanin oldugu belirlendi. Burak PEG grubu bitkilerde 12 saat sonunda yaprak
kivrilma derecesi %34,53 olarak olgiilirken, bu degerin rldl PEG grubunda %73,15
oldugu belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Mutant misir bitkilerinin yaprak kivrilma derecesindeki (%) degisimlerin
mutant olmayan bitkilerle karsilagtirilmasi.

Western blot analizleri Burak Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim uygulamalarda
dehidrin seviyesinde 6nemli farkliliklarin oldugunu gosterdi. Yaprak kivrilma derecesinin
artigina paralel olarak dehidrin seviyesinin arttigi kaydedildi. Densitometri (dehidrin band
yogunlugu) verilerine gore Burak Kontrol ile kiyaslandiginda en fazla dehidrin igeriginin
rldl PEG fidelerinde yani % yaprak kivrilma derecesi en fazla olan fidelerde oldugu
gorildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Farkli yaprak kivrilmasi olusturulan misir bitkilerinde western blot
analizleri (a) ve Burak kontrole gore % dehidrin miktarindaki
degisimler.
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3.3. Yaprak Kivrilma Cevabinda Dehidrin ile Reaktif Oksijen Tiirleri
Arasindaki iliskinin Belirlenmesi

3.3.1. Farkh Dehidrin Icerigi Olusturulan Bitkilerin Siiperoksit Icerigindeki
Degisimler

Dehidrin ile reaktif oksijen tiirleri arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in siiperoksit
radikalinde meydana gelen degisimler saptandi. Elde edilen bulgulara gore, stressiz
kosullarda 25 uM SA ve 100 uM ABA uygulanan bitkilerde siiperoksit igeriginin
degismedigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra arttigi bulundu. Ozmotik stres
kosullarinda PEG uygulanan bitkilerle kiyaslandiginda 25 uM SA ve 100 uM ABA
uygulamalarindan sonra siiperoksit iceriginin azaldigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra
ise arttig1 belirlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Farkli dehidrin igerigi olusturulan musir bitkilerinde siiperoksit igeriginde
meydana gelen degisimler.

3.3.2. Farkh Yaprak Kivrilma Derecesi Olusturulan Bitkilerin Siiperoksit
Icerigindeki Degisimler

Yapilan 6l¢iimler sonucunda stiperoksit iceriginin Burak Kontrol ile kiyaslandiginda
PEG uygulanan bitkilerde arttigi, rldl Kontrol bitkilerinde ise azaldigi bulundu. PEG

uygulanan bitkilerde siiperoksit igeriginin arttig1 goriildii. Yaprak kivrilma derecesi (%) ve
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dehidrin seviyesi en fazla olan rld1 PEG uygulanan bitkilerde siiperoksit igeriginin diigiik
oldugu belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulan musir bitkilerinde stiperoksit
iceriginde meydana gelen degisimler.

3.3.3. Farkh Dehidrin igerigi Olusturulan Bitkilerin Hidrojen Peroksit
I¢erigindeki Degisimler

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim uygulamalarda H>O: igeriginde onemli

farkliliklarin oldugunu saptandi. Stressiz kosullarda 25 uM SA, 200 uM SA ve 100 uM

ABA uygulanan gruplarda H2Ooigeriginin degismedigi bulundu. Ozmotik stres

kosullarinda 25 uM SA, 200 uM SA ve 100 uM ABA uygulanan gruplarda H20:

iceriginin azaldigi saptandi. H20> igerigindeki en fazla azalisin 25 uM SA uygulanan
bitkilerde oldugu gozlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Farkli dehidrin igerigi olusturulan musir bitkilerinde hidrojen peroksit (H202)
iceriginde meydana gelen degisimler.

3.3.4. Farkh Yaprak Kivrilma Derecesi Olusturulan Bitkilerin Hidrojen
Peroksit Icerigindeki Degisimler

Yapilan olgtimler sonucunda H2O; igeriginin Burak Kontrol ile kiyaslandiginda PEG
uygulanan bitkilerde 6nemli 6l¢iide arttigi, rld1 Kontrol bitkilerinde ise azaldigi bulundu.
PEG uygulanan bitkilerde H2O> igerigindeki artisin yaprak kivrilma derecesi ve dehidrin
seviyesi en fazla olan rld1 PEG bitkilerinde daha da arttig1 belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulan musir bitkilerinde hidrojen
peroksit (H202) i¢eriginde meydana gelen degisimler.
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3.4. Yaprak Kivrilma Cevabinda Dehidrin ile Nispi Su Icerigi Arasindaki
Iliskinin Belirlenmesi

Farkli dehidrin igerigi olusturulan bitkilerde yapilan 6l¢timler sonucunda stressiz
kosullarda 25 uM SA ve 100 pM ABA uygulamalarindan sonra NSI igeriginin
degismedigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra azaldigi saptandi. Kontrolle
kiyaslandiginda (%99,5), 25 uM SA ve 100 uM ABA uygulanan bitkilerde NSI’nin
sirastyla %98,6 ve %98,7 oldugu kaydedildi. 200 pM SA uygulanan bitkilerde ise NSI’nin
kontrole gore azaldigi (%90,6) saptandi. Ozmotik stres kosullarinda 25 uM SA ve 100 uM
ABA uygulamalarmdan sonra NSI’nin arttigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra ise
degismedigi gozlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. Farkli dehidrin igerigi olusturulan musir bitkilerinde nispi su igeriginde (%)
meydana gelen degisimler.

Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulan bitkilerde yapilan Glgiimler sonucunda
Burak Kontrol ile (%99,5) kiyaslandiginda NSi’nin PEG uygulanan bitkilerde azaldig:
(%85,1), rldl Kontrol (%99,6) bitkilerinde degismedigi bulundu. Diger taraftan, PEG
uygulanan bitkilerle kiyaslandiginda NSI degerinin rld1 PEG uygulanan bitkilerde arttig
(%96,7) kaydedildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulan musir bitkilerinde nispi su
iceriginde (%) meydana gelen degisimler.

3.5. Dehidrin Gen ifadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

3.5.1. Farkh Dehidrin Icerigi Olusturulan Bitkilerin DHN2 Nispi Gen ifade
Seviyesindeki Degisimler

Dehidrin seviyesindeki degisimi kesin olarak belirlemek i¢in DHN2 gen ifadesi real
time-PCR ile 6l¢iildii ve elde edilen verilerin western blot sonuglarin1 destekler nitelikte
oldugu kaydedildi. DHN2 nispi gen ifadesinin en fazla 25 uM SA ve 100 uM ABA

uygulanan bitkilerde uyarildigi, 200 uM SA uygulanan bitkilerde ise baskilandig1 bulundu
(Sekil 17).
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Sekil 17. Farkli dehidrin igerigi olusturulan musir bitkilerinde DHN2 nispi gen ifade
seviyesinde meydana gelen degisimler.

3.5.2. Farkh Yaprak Kivrilma Derecesi Olusturulan Bitkilerin DHN2 Nispi Gen
ifade Seviyesindeki Degisimler

Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulan bitkilerde DHN2 geni nispi ifade
seviyesinin de western blot sonuglarin1 destekler nitelikte oldugu saptandi. Western blot
sonuglarina paralel olarak, dehidrin gen ifadesi en yiiksek olan grubun ozmotik stresli rld1
fidelerinin (rld1 PEG) oldugu belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. Farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulan musir bitkilerinde DHN2
nispi gen ifade seviyesinde meydana gelen degisimler.



4. TARTISMA

Dehidrinler ile hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri ve yaprak
kivrilmasi arasindaki iligkisinin arastirildigt bu ¢alismada farkli dehidrin seviyesi
olusturulup yaprak kivrilma derecesindeki ve de farkli yaprak kivrilma derecesi
olusturulup dehidrin seviyesindeki degisimler belirlenmistir. Her iki kosulda hidrojen
peroksit ve siiperoksit i¢erigindeki degisimler ayrica tespit edilmistir. Calismada, oncelikle
farkli dehidrin igerigi olusturmak igin disaridan farkli konsantrasyonlarda SA ve ABA
uygulanmis ve dehidrin seviyesini azaltan ve arttiran konsantrasyonlar belirlenmistir.
Dehidrin seviyesini en fazla arttiran 25 pM SA ve 100 uM ABA uygulamalarinin oldugu,
200 uM SA uygulanan fidelerde ise dehidrin seviyelerinin azaldigi saptanmigtir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar dehidrin ifade seviyesinin SA ve ABA ile iliskili oldugunu
gostermistir (Li ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2008). Ornegin, distan
uygulanan ABA’nin bermuda ¢imeni bitkisinin yaprak ve govde dokularinda dehidrin
seviyesini uyardigi ve donma toleransini artirdigi rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2008).
Ayrica dehidrin gen ifade seviyesinde ABA’nin rolii misir (Pla ve ark., 1989) ve domatesin
(Cohen ve Bray, 1990) ABA sentezleyemeyen mutantlarinda ¢alisilmis olup bu mutantlar
su stresine maruz kaldiklarinda dehidrin ifadesinin yetersiz kaldiklart saptanmistir. Benzer
sekilde diisiik konsantrasyonda uygulanan SA’nin dehidrin gen ifade seviyesini uyardig ve
protein birikimine neden oldugu ve boylece su stresi hasarlarini hafiflettigi gosterilmistir.
Diger taraftan asirt SA’nin dehidrin birikimini baskiladigi ve oksidatif hasari artirdigi
saptanmigtir (Sun ve ark., 2006; Sun ve ark., 2009). Benzer sekilde Shen ve ark. (2004)
diisiik konsantrasyonda SA uygulanan bitkilerde BcDh2 dehidrin gen ifadesinin yiiksek
konsantrasyonda SA uygulanan bitkilere gore daha fazla uyarildigimi rapor etmistir.
Calismamizda dehidrin seviyesindeki degisimi kesin olarak belirlemek i¢cin DHN2 gen
ifadesi real time-PCR ile 6lgtildii ve elde edilen verilerin western blot sonuglarin1 destekler
nitelikte oldugu kaydedildi.

Dehidrin seviyesinde meydana gelen degisimlere paralel olarak fidelerin yaprak
kivrilma derecelerindeki (%) degisimler de degerlendirildi. Buna gore diisiik
konsantrasyonda SA ve ABA uygulamasindan sonra dehidrin seviyesi artarken fidelerin
yaprak kivrilma derecelerinin azaldig, yiiksek konsantrasyonda SA’nin dehidrin seviyesini

baskilarken yaprak kivrilma derecesinin arttigi belirlendi. Distan uygulanan SA ve
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ABA’nin yaprak kivrilmasini geciktirdigi (Kadioglu ve ark., 2011; Kadioglu ve ark., 2012;
Saruhan ve ark., 2012; Terzi ve ark., 2014) diger taraftan dehidrinler ile SA ve ABA
arasinda etkilesimlerin oldugu bilinmektedir. Bununla beraber s6z konusu etkilesimin
yaprak kivrilmasi cevabiyla iliskisi hakkinda yapilan herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada elde edilen sonuglar SA ve ABA araciligiyla artan
dehidrin igeriginin yaprak kivrilmasmi azalttigini gostermektedir. Yaprak kivrilmasinin
kontrol edilmesi, fotosentetik iiretim ve dane verimi agisindan biiyiik dnem arz etmektedir.
Bu nedenle arastiricilar devamli olarak kivrilma derecesi birbirinden farkli ve degisik
genlerle kontrol edilen mutantlar tiretmektedirler. S6z konusu mutantlardaki genlerin farkl
olaylar1 veya proteinleri kontrol ederek kivrilmayir sagladiklari bulunmustur. Mevcut
calismada farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulup, dehidrin seviyesinde meydana gelen
degisimleri belirlemek i¢in yapraklar1 kivrik mutant (rld1) musir bitkisi kullanilmustir.
Misirda, ROLLED LEAF1 (RLD1) geninin adaksiyal hiicre tabakasinin tanimlanmasi igin
gerekli oldugu gosterilmistir. RLD1 geninin yapragin yukariya dogru kivrilmasini kontrol
ettigi ve smuf Il homodomain 16sin fermuar proteinini (HD-ZIPII) kodladig:
kaydedilmistir (Juarez ve ark., 2004). Mevcut ¢alismada kivrilma derecesi arttik¢a dehidrin
seviyesinin arttigi ve en yiiksek kivrilma derecesinin ozmotik stres kosullarina maruz
birakilan rld1 mutant bitkilerinde oldugu saptanmistir. Kadioglu ve ark. (2010) yapraklari
kivrilmis musir bitkilerinde yapilan mikroarray analizlerinde dehidrin genlerinin 10-250 kat
arasinda artis gosterdigini ve bu mikroarray analizleri sonucu dehidrinlerdeki artislarin ¢ok
yiiksek oranda olmasinin kivrilma ile dehidrinler arasinda 6nemli bir iligkinin olabilecegine
isaret etmistir.

Bitkilerde stres kosullarinda degisen ve bitkinin su durumunu gdsteren
parametrelerden biri nispi su igerigi (NSI)’dir. SA ve ABA’nin bitkilerde metabolik
cevaplarin biiyiik bir kismini olusturdugu ve ayni zamanda bitki su iligkilerini de etkiledigi
bilinmektedir. Ozellikle ozmotik stres kosullarinda SA ve ABA’nin bitki su durumunu
iyilestirdigi ve buna paralel olarak yaprak kivrilma derecesinin azaldigi belirlenmistir
(Kadioglu ve ark., 2011; Sezgin ve ark., 2016). Mevcut ¢alismada PEG uygulanan fidelerle
karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonda SA ve ABA uygulamasindan sonra yaprak
kivrilma derecesi azalirken NSI'nin arttig1, yiiksek konsantrasyonda SA uygulamasindan
sonra ise NSI’nin degismedigi saptandi. SA ve ABA uygulamalar ile NSI’"de meydana
gelen degisim ozmotik stres sirasinda dehidrin proteinlerinin birikimiyle olusan ozmotik

regiilasyonla agiklanmaya ¢alisilmistir. Nitekim dehidrinlerin muhtemel bir ozmotik
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diizenleyici olarak fonksiyon gordiigii rapor edilmistir (Nylander ve ark., 2001). Benzer
sekilde Fu ve ark. (2000) dehidrin birikimi ile yaprak su potansiyeli arasinda pozitif bir
iliskinin oldugunu ve yaprak su potansiyelinin dehidrin gen ifadesinin uyarilmasindan
sorumlu 6nemli faktorlerden biri oldugunu ileri siirmiistiir. Yaptigimiz ¢alismalar diisiik
konsantrasyonda SA ve ABA’nin dehidrin seviyesinde artisa neden oldugunu gostermistir.
Dehidrin seviyesindeki artislar SA ve ABA’nmin NSi’ye etkisini destekler niteliktedir.
Bununla beraber mutant bitkilerde (rld1) yaprak kivrilma derecesi artarken NSI’nin
degismedigi, ozmotik stres kosullarinda PEG uygulanan bitkilere gére mutant bitkilerde
(rldl PEG) NSi’nin arttign saptandi. Calismamizda mutant bitkilerde NSI’nin mutant
olmayan bitkilere gore artmis olmasi muhtemelen yaprak kivrilmasinin dehidrin sentezini
uyardigini ve boylece bitkinin su durumunu koruduguna isaret etmektedir.

Strese maruz kalma asir1t ROT’larin olusumuna neden olur. ROT’lar genellikle
normal hiicresel aktiviteler tarafindan iiretilirler ve normal kosullarda hiicrelerde diisiik
seviyede bulunurlar. Bununla birlikte stres kosullarina maruz kaldiklarinda seviyeleri artar.
Boylece hiicrede biriken ROT’lar hiicrenin normal metabolik ve fizyolojik 6zelliklerini
etkileyerek zarar gormesine neden olurlar (Smirnoff, 1993; Sohal, 2002; Grune ve ark.,
2004). SA’nin ise bitkilerin biyotik ve abiyotik stres cevaplariyla iligkili oldugu ve reaktif
oksijen tiirlerinin diizenlenmesinde rolii oldugu bilinmektedir (Horvath ve ark., 2007).
Mevcut ¢alismada PEG uygulanan fidelerle karsilagtirildiginda diisiik konsantrasyonda SA
ve ABA uygulamasindan sonra yaprak kivrilmasindaki azalis ve dehidrin igerigindeki
artiga paralel olarak H2O: ve siiperoksit igeriginin azaldig1 saptandi. Diger taraftan yiiksek
konsantrasyonda SA uygulanan ve boylece dehidrin seviyesi azalmis fidelerdeki H.O> ve
stiperoksit seviyelerinin diisiik konsantrasyonda uygulanan SA ve ABA’dan daha yiiksek
oldugu kaydedildi. Elde edilen bu bulgular dehidrinlerin serbest radikalleri temizleyen
antioksidan proteinler oldugu (Sun ve Lin, 2010) fikrini desteklemektedir. Yapilan
caligmalarda CuCOR19 dehidrininin antioksidatif etkinlige sahip oldugu ve PVSR3
dehidrininin ROS ve metal iyonlarinin neden oldugu oksidatif hasarlara karsi hiicreleri
korudugu one siiriilmiistiir (Hara ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2006). Benzer sekilde DHN-
5 genini asirt ifade eden transgenik Arabidopsis bitkilerinde antioksidan enzim
aktivitelerinin yabani tipe gore daha fazla uyarildigi ve ROT seviyesinin azaldigi rapor
edilmistir. Ayrica bu durumun dehidrin varliginin H2O2'nin indirgenmesini destekledigini
ve boylece bitkinin, fotosentez ve traspirasyon gibi fizyolojik islemlerin devamin

sagladigin ileri stirmiislerdir (Saibi ve ark., 2015). Benzer bir ¢aligmada Hassan ve ark.
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(2015) kurakliga toleransli bugday ¢esidinde (Sids) antioksidan aktivitelerinin hassas gesite
(Gmiza) oranla daha fazla uyarildigin1 ve ayni ¢esitte dhn mRNA’sinda da 3 katlik bir
artisin oldugunu gostermistir. Dehidrinlerin radikal temizleme 6zelligi temelde aminoasit
kompozisyonlarindan kaynaklanmaktadir. Diger taraftan CuCOR19 gibi dehidrinler,
hidroksil ve peroksil gibi radikaller tarafindan oksidatif olarak modifiye edilebildiginden
bu radikaller temizlenebilir ve kuraklik stresinin neden oldugu oksidatif hasarlar
azaltabilirler. Ancak, H>O. seviyesinin yiiksek olmasiyla uyarilan hidroksil radikalleri,
dehidrinlerin biiyiik 6lgiide bozulmasma neden olabilir ve bu durum disiik dehidrin
seviyelerine neden olabilir (Hara ve ark., 2004). Diger taraftan kuraklik stresi kosullarinda
katalitik metal konsantrasyonunun arttig1 ve H20. konsantrasyonunun SA muamelesinden
sonra daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, kuraklik stresli bitkilerde Fenton tipi
Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile daha fazla hidroksil radikali meydana geldigi rapor
edilmistir. Calismamizdan elde edilen sonuglar yiiksek SA uygulamasindan sonra H20-
seviyesinin yiiksek olmasi stres kosullarinda daha fazla hidroksil radikallerinin
tiretilmesine neden olabilir. Boylece yiiksek konsantrasyonda SA uygulanmis fidelerde
dehidrin seviyesinin diisiik olmasi, hidroksil radikallerin neden oldugu bozulmaya bagl
olabilecegini diisiindiirmektedir. SA tarafindan H2O. seviyesinin uyarilmasi, dehidrin
seviyesinin azalmasmin 6nemli nedenlerden biri olarak goriilmektedir. Elde edilen
sonuglardan kivrilma cevabinda dehidrinlerin bitkilerde H2O> iiretiminin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadig1 sonucuna varabiliriz. Mevcut ¢alismada ozmotik stres kosullarinda
mutant bitkilerde (rldl PEG) H20: igeriginin arttigi bulundu. Dehidrin igerigindeki ve
yaprak kivrilmasindaki artiga paralel olarak H20- igeriginin artmasi, yaprak kivrilmasinin
muhtemelen H20O araciligiyla kontrol edildigini ve boylece dehidrin birikimine neden
olduguna isaret etmektedir.

Sonug olarak, yiiksek konsantrasyondaki SA’nin dehidrin seviyesini baskilayarak
yaprak kivrilmasini uyardigi, diisiik konsantrasyonda SA ve ABA uygulamasinin ise
dehidrin seviyesini arttirip yaprak kivrilmasini azaltarak, bitkilerde stres kosullarinda
olusan hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin Seviyesini azalttig1 ve
boylece stres toleransini arttirdifi ve stres hasarlarina karsi iyilestirme sagladig
gosterilmistir. Ayrica yaprak kivrilmasinin biiyiik 6l¢iide hidrojen peroksit ile kontrol
edildigi ve dehidrin birikimine neden oldugunu teyit edilmistir. Yaprak kivrilmasinin
diizenlenmesinde dehidrinler ile hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi ROT’lar arasindaki

etkilesimin 6nemli bir roliiniin olabilecegi sonucuna varilmaistir.



. SONUCLAR

. Farkli konsantrasyonlarda SA uygulayarak farkli dehidrin igerigi olusturmak igin
yapilan uygulamalar sonucunda, 25 uM SA ve 100 uM ABA uygulamalarinin
dehidrin igerigini artirdigi, 200 pM konsantrasyonda uygulanan SA’nin
dehidrinleri baskiladig: belirlendi.

. PEG uygulanmuis fidelerde kontrole gore dehidrin igeriginin arttig1 ve bu artisin 25
uM SA ve 100 uM ABA uygulanmig fidelerden daha fazla, 200 uM SA

uygulanmus fidelerden ise daha az oldugu goriildii.

Farkli dehidrin igerigi olusturmak icin yapilan PEG, SA ve ABA
uygulamalarindan sonra yaprak kivrilma derecesinin (%) ol¢iilmesi sonucunda,
kontrol grubunda yaprak kivrilmasi gozlenmezken PEG uygulanan fidelerde
kivrilmanin oldugu goriildii. Ozmotik stres kosullarinda 25 uM SA ve ABA
uygulamalarinin PEG grubuyla kiyaslandiginda kivrilma derecesini azalttigi, 200

uM SA uygulamasinin ise kivrilmay1 artirdigi bulundu.

Mutant musir bitkileri de kullanilarak farkli yaprak kivrilma dereceleri
olusturulmasi tiizerine yapilan ¢alismalar sonucunda normal kontrol grubu
fidelerinde yaprak kivrilmasi gézlenmezken, PEG grubu bitkilerde yaprak
kivrilma derecesinin %34,53, rld1 Kontrol grubunda %66,50, rld1 PEG grubunda
ise %73,15 oldugu belirlendi.

. Mutant ve mutant olmayan bitkilerde yaprak kivrilma derecesinin artisina paralel
olarak dehidrin seviyesinin arttig1 ve en fazla artisin rld1 PEG fidelerinde oldugu
kaydedildi.

. Stressiz kosullarda 25 pM SA ve 100 uM ABA uygulanan bitkilerde siiperoksit
iceriginin degigmedigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra arttigi bulundu.
Ozmotik stres kosullarinda PEG uygulanan bitkilerle kiyaslandiginda 25 pM SA
ve 100 uM ABA uygulamalarindan sonra siiperoksit iceriginin azaldigi, 200 uM

SA uygulamasindan sonra ise arttig1 bulundu.

. Stressiz kosullarda kivrilmig olan mutant bitkilerde normal kontrol bitkilerine gore

dehidrin seviyesi artarken siiperoksit iceriginin azaldig:r bulundu. Ozmotik stres
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kosullarinda rldl PEG uygulanan bitkilerde de siiperosit iceriginin azaldig

belirlendi.

8. Stressiz kosullarda 25 uM SA, 200uMSA ve 100 uM ABA uygulanan gruplarda
H20: igeriginin degismedigi bulundu. Ozmotik stres kosullarinda 25 uM SA, 200
uM SA ve 100 uM ABA uygulanan gruplarda H20: igeriginin azaldig1 saptandi.

9. Stressiz kosullarda kivrilmig olan mutant bitkilerde normal kontrol bitkilerine gore
dehidrin seviyesi artarken H20: igeriginin azaldigi bulundu. Osmotik stres
kosullarinda rld1 PEG uygulanan bitkilerde ise H2O: igeriginin arttig1 kaydedildi.

10. Stressiz kosullarda 25 uM SA ve 100 uM ABA uygulamalarindan sonra nispi su
iceriginin degismedigi, 200 uM SA uygulamasindan sonra azaldigi saptandi.
Ozmotik stres kosullarinda 25 uM SA ve 100 uM ABA uygulamalarindan sonra
nispi su igeriginin arttigr, 200 uM SA uygulamasindan sonra ise degismedigi

gozlendi.

11. Stressiz kosullarda kivrilmis olan mutant bitkilerde normal kontrol bitkilerine
gore dehidrin seviyesi artarken nispi su igeriginin degismedigi bulundu. Ozmotik

stres kosullarinda mutant bitkilerde nispi su igeriginin arttigi saptandi.

12. Farkli dehidrin igerigi ve de farkli yaprak kivrilma derecesi olusturulmus bitki
gruplarinda, i¢sel dehidrin seviyesindeki degisimlerin DHN2 gen ifade seviyesi ile

paralel oldugu belirlendi.



6. ONERILER

Kuraklik, biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de tarim yapilan alanlarda iiriin
verimini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Kurakliga karsi bitkiler yasamlarin
daha uzun siire devam ettirebilmek ve en az hasarla ¢ikabilmek i¢in gelistirdikleri sakinma
mekanizmalar1 bulunmaktadir ve bu mekanizmalardan birisi de yapraklarin rulo seklinde
kivrilmasidir. Diinyada ve tilkemizde tarimi yapilan ve bu mekanizmaya sahip olan bitkiler
igin bu ¢aligma 6nem arz etmektedir. Bundan dolay1 yaprak kivrilmasinin her yonii ile
bilinmesi biiyilk 6nem tagimaktadir. Calismamizda, ozmotik stres kosullarinda diisiik
konsantrasyonda SA ve ABA uygulamasinin dehidrin seviyesini arttirip yaprak
kivrilmasim azaltarak, bitkilerde stres kosullarinda olusan hidrojen peroksit ve siiperoksit
gibi reaktif oksijen tiirlerinin Seviyesini azalttigi ve boylece stres toleransini arttirdigi ve
stres hasarlaria kars1 iyilestirme sagladigi gosterilmistir. Boylece bu uygulamayla elde
edilen veriler dogrultusunda, stres kosullarinda yaprak kivrilmasinin geciktirilmesiyle
kuraklik stresine karsi tiriin verimi kayiplarinin 6nlenebilecegi soylenebilir.

Ayrica ¢alismada, yaprak kivrilmasimin biiyiik 6l¢iide hidrojen peroksit ile kontrol
edildigi ve dehidrin birikimine neden oldugunu teyit edilmistir. Yaprak kivrilmasinin
diizenlenmesinde dehidrinler ile reaktif oksijen tiirleri (ROT) arasindaki etkilesimin dnemli
bir roliiniin olabilecegi gosterilmistir. Boylece kuraklik kosullar1 altinda H202’in uyardigi
sinyal yollarinin aydinlatilmasi yaprak kivrilmasinin nasil kontrol edildiginin anlasilmasini
saglayacaktir. Ozmotik stres altinda bulunan bitkilerde SA ve ABA uygulamasi ile
bitkilerdeki yaprak kivrilmast mekanizmasi ile ilgili antioksidan enzimlere ve bu
enzimlerin gen ifade seviyelerine bakilmasi ve dehidrinlerin yaprak kivrilma cevabindaki

molekiiler fonksiyonlarini anlamak igin daha ayrintili olarak ¢alisilmasi 6nerilmektedir.
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