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OZET

Yaprak kivrilmasi bazi bitki tiirlerinde su stresine kargi meydana gelen morfolojik
bir cevaptir. Bu caligmada, 64 giin kuraklik periyoduna maruz birakilan Ctenanthe setosa
(Rosc.) Eichler’de yaprak kivrilmasmin kurakligim 32. giiniinde bagladigi ve yaprak
kivrilma derecesinin giderek arttii gézlenmistir. Yaprak kivrilma derecesindeki artis
boyunca, nispi su igeriginin azaldigi, kok:siirgiin oranmin arttig1, toplam klorofil, toplam
karotenoid, klorofil a/b oran1 ve klorofil kararliik indeksinin % 36’lik yaprak kivrilma
derecesine kadar azalip sonraki kivrilma derecelerinde arttign bulunmustur. Lipid
peroksidasyonunun ise yaprak ve petiyolde % 36, kéklerde ise % 55°lik yaprak kivrilma
derecesine kadar artti1, sonraki kivrilmalarda azaldig: belirlenmistir. Siiperoksit dismutaz
aktivitesinin yapraklarda 6nemli 6lgiide deZismedigi, petiyol ve kékte ise % 19°luk yaprak
kivrilma derecesinde azaldifi, sonra ise arttigi bulunmustur. Glutatyon rediiktaz
aktivitesinin de yaprak ve petiyolde kontrole oranla énemli Slgiide degismedigi, kokte ise
arttif1 goriilmiistiir. Peroksidaz aktivitesinin yaprak ve petiyolde arttig1, kokte ise azaldif
tespit edilmigtir. Ayrica, nitrat rediiktaz aktivitesinin yaprak, petiyol ve koklerde azaldig
belirlenmigtir.

Ayrica, yapraklarda yapilan analizlerde, yaprak kivrilma derecesindeki artis boyunca,
giberellik asit miktarimn % 36’lik kivrilma derecesine kadar kontrole oranla arttigt, %
55°lik kivrilmada azaldig1 ve daha sonraki kivrilmalarda yine arttign kaydedilmistir. Indol
asetik asit miktarinin ise % 36’lik kivrilma derecesine kadar arttigi sonraki kivrilma
derecelerinde azaldigl, zeatin ve absisik asit miktarinin ise kivrilma periyodu boyunca
artifn bulunmustur. Ayrica, RNA miktarinin kontrole oranla azaldigi fakat RNA
profilindeki bazi1 bantlarin yogunlugunun arttif saptanmugtir. Ayrica bu bitkide 18S rRNA
geni ile karakterize edilemeyen bir baz dizisi tespit edilmigtir.

Elde edilen bulgulara gore, Ctenanthe setosa’min yaprak kivrilma cevabinin yani sira
bazi biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki mekanizmalarin uyarilmasiyla kuraklik stresine

ortak bir tolerans gdsterebilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik, Yaprak Kivrilmasi, Antioksidant Enzimler, Lipid
Peroksidasyonu, Bilylime Hormonlari, RNA



SUMMARY
The Investigation of Leaf Rolling Mechanism in Ctenanthe setosa

Leaf rolling is a morphologically response to water deficit stress in some plant
species. In this study, it was seen that leaf rolling has begun on the 32™ of drought period
and the degree of leaf rolling has gradually increased in Ctenanthe setosa (Rosc.) Eichler
exposed to 64 days drought period. It was found that the relative water content decreased,
root:shoot ratio increased, total chlorophyll, total carotenoid, chlorophyll a/b ratio and
chlorophyll stability index decreased up to 36 % degree of leaf rolling and increased at
degrees after rolling during increasing of the degree of leaf rolling. It was determined that
lipid peroxidation also increased up to 36 % in leaf and petiole and 55 % degree of leaf
rolling in roots, it decreased at all degrees after rolling. It was found that superoxide
dismutase activity did not significantly change in leaves, decreased at 19 % degree of leaf
rolling in petiole and root, and then increased. It was seen that glutathione reductase
activity did not significantly change in leaf and petiole compared to the control but
increased in root. Peroxidase activity increased in leaf and petiole but decreased in root. In
addition, it was found that nitrate reductase activity decreased in leaf, petiole and roots.

Also, it was recorded that amount of gibberellic acid increased up to 36 % degree of
leaf rolling compared to the control, decreased at 55 % degree of rolling and increased at
all degrees after rolling during increasing of leaf rolling degree. It was determined that the
amount of indolacetic acid also increased up to 36 % degree of leaf rolling, decreased at all
degrees after rolling, zeatin and abscisic acid amounts also increased during the rolling.
period. In addition, RNA amount decreased compared to the control but increased the
thickness of some bands at RNA profile. In addition, 188 rRNA gene and an
uncharacterized sequence were determined in this plant.

According to the present ;esults, it has been concluded that Ctenanthe setosa may
have a associate tolerance to the drought stress by means of leaf rolling response together

with mechanisms which are induced at some biochemical and molécular level.

Key Words: Drought, Leaf Rolling, Antioxidant Enzymes, Lipid Peroxidation, Growth
' Hormones, RNA
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Kuraklik stresi bitkilerin en fazla kars: karstya kaldiklar1 olumsuzluklardan birisidir.
Bu stres gesidine bitkilerin cevabs ise birbirinden farkhdir. Baz1 bitkiler yetersiz yagis alan
ve diisiik su igerigine sahip olan bolgelerde hayatta kalabilmek igin bir takim morfolojik ve
fizyolojik modifikasyonlar gelistirmiglerdir (Hopkins, 1995). Bu modifikasyonlardan
bazilan kuraklik stresi ya da su stresi sartlan altinda transpirasyonu azaltan yapraklarin
rulo geklinde kivrilmasi, katlanmasi veya diismesidir (Bidwell, 1974). Yaprak
kivnilmasimn bazi bitkilerde 6zellikle su kaybina karst bir cevap olarak (Townley-Smith ve
Hurd, 1979; Begg, 1980; Blum, 1988) yapragin iist epidermasinda bulunan bulliform
hiicrelerinin turgor 6zelliklerini kaybetmeleri sonucu meydana geldigi (O’ Toole, 1979) ve
etkili bir sekilde yaprak yiizey alaninin azaldigi (Clarke, 1986) belirlenmistir. Kivrilmanin
yapraktaki su potansiyeli veya osmotik potansiyel ile iligkili oldugu (Hsiao vd., 1984),
kurak kosullar altinda suda c¢oziinen maddelerin fazlaca biriktigi bdylece turgorun
devamlihiginin saglandigs (Hensen, 1983) rapor edilmistir.

Piring (Oryza sativa L.) (O’Toole ve Moya, 1978; Jones, 1979; Ekanayake vd.,
1993), bugday (Iriticum aestivum L.) (Jones, 1979) ve diger bazi Gramineae tiirleri
(Clarke, 1986) ile bir gok kserofitik ¢imlerde (Redmann, 1985; Clarke, 1986) yaprak
kivrilmas: ile ilgili baz1 galismalar yapilmis ve yaprak kivrilmasi ile strese tolerans
arasindaki iligki aragtiriimistir. Ornegin, Festuca arundinacea Schreb. tiirlerinin kurakhga
en toleransh olanlarimn belirlenmesinde yaprak kivrilma derecelerinin dnemli bir 6zellik
oldugu ileri siiriilmiigtiir (White vd., 1992). Benzer sekilde, Dingkuhn vd. (1989), su stresi
altindaki piringte, yaprak kivrilmasinin su kullanma etkinligini artirdigint kaydetmiglerdir.
Ayrnica kivrilmamn tahil bitkilerinde kurakliga dayaniklihigy artirdii (Townley-Smith ve
Hurd, 1979) ve kivrilma ile orantili olarak gimlerin hayatta kalma oranlarinin arttigs ileri
siirlilmiigtiir (Heckathorn ve Delucia, 1991).

Diisiik su potansiyeline maruz kalan bitkilerin su iligkilerinde de degisimlerin oldugu
ileri stirtilmiistiir. Ornegin bugday cesitlerinde (Sairam vd., 1997/98) ve Arabidopsis
thaliana’da (Kubo vd., 1999) su stresi altinda nispi su igeriginde (NSI) 6nemli azalmalarin



oldugu rapor edilmistir. Ayrica Festuca arundinacea L. ve Poa pratensis L. tiirlerinde
kuraklik esnasinda NSi’nin azaldig kaydedilmistir (Jiang ve Huang, 2001).

Baz1 otsu bitki tiirlerinin su eksikligine maruz kaldiklar1 zaman stresi telafi etmek
i¢in koruyucu mekanizmalarimn Kkapasitesini artirmaya ihtiyag duyduklart ve bu nedenle
strese cevap olarak antioksidant sistemlerini harekete gegirdikleri rapor edilmistir
(Smimoff, '1993). Kuraklik stresi esnasinda antioksidant enzim sistemleri ve strese
dayaniklilik arasindaki iligki genis olarak aragtmlmistir. Ornegin kurakliga dayanikli misir
bitkisinde su eksikligi durumunda antioksidantlarda artis olurken hassas olan bitkilerde
antioksidantlarin fazlaca degismedigi ve dolayisiyla daha az bir korumanin saglandif:
(Pastori ve Trippi, 1992) ve su stresine toleransin antioksidant sistemlerin aktivitesiyle
ilgili oldugu rapor edilmigtir (Pastori ve Trippi, 1993). Yine, glutatyon rediiktaz (GR),
siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) enzim aktivitelerinin su stresi altinda
Onemli derecede artt1f1 kaydedilmigtir (Sairam vd., 1997/98; Kubo vd., 1999). Kuraklik
stresi altindaki 1spanak (Tanaka vd., 1990), bezelye (Moran vd., 1994), siipiirge darisi,
aygicegi (Zhang ve Kirkham, 1996) ve bugday (Sgherri vd., 2000) gibi baz1 kiiltiir
bitkilerinde antioksidantlarin reaksiyonlarn da aragtirilmastir.

Oksidatif hasarin hiicre elemanlarina etki ettigini gosteren tipik belirtilerden biri de
membranlardaki lipid peroksidasyonudur (Boo ve Jung, 1999). Kurak ortamdaki bazi
bitkilerde lipid peroksidasyonunun meydana geldigi kaydedilmistir (Jiang ve Huang,
2001). Stres esnasinda lipid peroksidasyonu, klorofil ve karotenoid igerigindeki degisimler
de arastinlan diger bir konudur. Ornegin, Sairam vd. (1997/98), bugdayin su stresine
toleransl olmasinda antioksidant sistemlerinin roliinii arastirmuglar ve su stresinin lipid
peroksidasyonunu (LPO) artirdigini, klorofil ve karotenoid iceriklerini ise azalttigim rapor
etmislerdir.

Stres esnasinda igsel bitki biiyiime hormonlarinin seviyelerinde de degisimlerin
oldugu belirlenmistir. Ornegin, vejetatif dokularda absisik asit (ABA) seviyesinin kuraklik,
tuz ve soguk gibi streslere kars1 cevap olarak arttig: bilinmektedir (Chen vd., 1983; Cellier
vd., 1998). Bu aragtirmalarin bazilarinda ABA miktarindaki artigin bitkilerin strese
toleransinda etkili oldugu (Larque-Saavedra, Wain, 1974; 1976) ileri stirlilmiis, bazilarinda
ise strese dayamklilk ve ABA miktar1 arasinda zit bir iligkinin oldugu kaydedilmistir
(Beardsell ve Cohen, 1975; Quarrie, Jones, 1979; Ilahi ve Dorffling, 1982). Ayrca

sitokininlerin su ve sicaklik stresine daha toleransh kloroplast tipi olusumunu uyardig



(Lichtenthaler vd., 1981) ve belirli proteinlerin sentezini tesvik ederek su stresinin bitkiler
iizerindeki olumsuz etkisini azalttiklar rapor edilmistir (Chernyadev, 1997).

Bitkilerin su stresine morfolojik ve fizyolojik seviyede oldugu kadar molekiiler
seviyede de cevap verdigi belirlenmistir. Cesitli stresler tarafindan uyarilan gen tirlinlerinin
gen ifadesinin diizenlenmesinde, strese toleransta ve strese cevaptaki igaretin
uyarilmasinda goérev aldiklart ileri siiriilmiistiir. Ayrica son yillarda kurakliga dayamklilik
mekanizmalarim agiklamak igin stresin etkisiyle uyarnlan genler iizerindeki ¢aligmalar da
yogunlagsmistir (Ingram ve Bartels, 1996; Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

Son yillarda kuraklik galismalarinda kullammak {izere bir siis bitkisi olan Ctenanthe
setosa (Rosc.) Eicher (Marantaceae)’in ¢ok iyi bir model bitki oldugu ilk defa Kadioglu
vd. (1999), tarafindan belirlenmis ve bu konuda &nemli veriler elde edilmistir. Bu
aragtirmalarda su eksikligi ve hava sicakhfmim kivrilmaya neden olan iki 6nemli faktor
oldugu, 1s181n ise su eksikligi ile beraber kivrilmay1 artirdigi (Turgut ve Kadioglu, 1998),
kivrilma sirasinda protein miktarinin azaldiy, prolin miktarinin arttify (Kadioglu ve
Turgut, 1999), diisiik molekiiler agirlikli karbohidratlarin biriktigi, bazi fenolik asitlerin
arttif1 (Ayaz vd., 2000) ve poliaminlerin yaprak kivrilmasimi geciktirdigi (Kadioglu vd.,
2002) belirlenmistir. Bununla beraber literatiir g¢alismalarimizda Crenanthe setosa’da
yaprak kivrilmasi sirasinda sadece yapraklarda baz: analizlerin yapildig), petiyol ve kokte
ise herhangi bir analizin yapiimadigi belirlenmistir. Ayrica kivrilma esnasinda nispi su
icerigi, kok:siirgiin kuru agirlik orani, fotosentetik pigmentler, lipid peroksidasyonu,
antioksidant sistemlerde ve azot metabolizmasinda rol alan bazi enzimler ile igsel biiytime
hormonlarimin seviyelerindeki degisimleri belirlemeye yonelik herhangi bir ¢aligmaya
rastlamlmamugtir. Diger taraftan kivrilma sirasinda RNA miktar1 ve profilindeki degisimler
ile 18S rRNA ve su stresi tarafindan uyarilan bir gen olan 1p3 genlerine ait baz dizileri ile
ilgili herhangi bir kayita rastlanmamistir.

Bu amagla ¢alismamizda 6ncelikle bitkiler kuraklik stresine maruz birakilarak yaprak
kivrilmasi saglanacak ve kivrilma derecesinin artig1 boyunca yapilan analizlerde bitkinin su
durumunu gésteren nispi su igerigine bakilacak, daha sonra yaprak, petiyol ve kdklerde
kivrilma esnasinda bazi fizyolojik parametreler, antioksidant sistemde fonksiyonu olan
bazi enzimler ile nitrat rediiktaz enziminin aktiviteleri ve diger bazi biyokimyasal
degisimler aragtirilacaktir. Ayrica, yaprak kivrilmasi esnasinda molekiiler seviyede
yapilacak bazi galismalar sonucunda RNA miktar1 ve profilindeki degisimler ile 18S rRNA

ve Ip3 genlerine ait dejenerat primerler diizenlenip bu genlerin baz dizileri karakterize



edilmeye ¢alisilacaktir. Bu ¢aligmada elde edilecek fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
parametrelere ait verilerin, bitkinin stresten sakimasini saglayan yaprak kivrilma
mekanizmasi ile iligkili olup olmadig1 ve bu parametrelerin bitkinin kurakhk stresine
dayanikliligindaki olas1 rolleri belirlenmeye ¢aligilacaktir.

1.2, Stres ve Stres Cegitleri

Cevresel ve biyolojik faktorlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte fizyolojik olaylarda belirgin
degisimler meydana getirmesi stres olarak tanimlanmaktadir. Stres terimi aym zamanda
hasar meydana getirme potansiyelini kapsar. Bir metabolizma bozuklugunun sonucunda
olusan bu hasarlar bitkinin biiyiimesinde ve veriminde azalma meydana getirirler (Hale ve
Orcutt, 1987).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres tipleri, fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak
lizere li¢ kisma ayrilabilir (Tablo 1).

Tablo 1. Baslica stres tipleri (Hale ve Orcutt, 1987)

Fiziksel Kimyasal Biyolojik _
Kuraklik Hava kirliligi Rekabet (Yarisma)
Sicaklik Allelokimyasallar (organik) Allelopati
Radyasyon Besinler (inorganik) Simbiyosis yoklugu
Sel Pestisidler Insan Tahribat1
Mekanik Toksinler Hastaliklar

Elektrik Tuzlar Bocekler

Manyetik alan, Riizgar Toprak ¢tzeltisinin PH’s1

Bu stres tiplerinin etkileri birbirleri ile iligkilidir. Ornegin yiiksek sicakliga
dayamklilik, genellikle onunla birlikte olusan kuraklik kosullarina dayamkhhga baghdir.
Benzer sekilde donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyona dayanikliligi ile &nemli
derecede baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987).

Tiim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karsi koyma ve canli kalabilme
dzelligindedirler. Bir bitkinin baz1 kisimlar: (tohumlar, tomurcuklar ve dormant hiicreler)

strese dayanikl iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarl



olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklari gevreye adapte olabilme veya tam
olarak uyabilme 6zelligine sahiptirler (Bidwell, 1974).

Levitt (1972), strese dayanikliligi sakinma ve tolerans olmak {izere ikiye ayirmustir.
Eger bir bitki fiziksel ya da metabolik bir engellemeyle olusan stresi digarida
birakabiliyorsa, bu olay stres sakinmasi olarak adlandirilir. Kisaca stres sakinmasi bitkiye
distan uygulanan olumsuz bir faktériin etkisini, stres olugturmadan onleme yetenegidir
(Street ve Opik, 1984). Ormegin bir bitkinin yaprag, transpirasyon yaparak i¢ sicaklifim
korur ve boylece sicakliktan sakinir (Ayaz, 1999). Benzer sekilde kaktiis bitkisi su stresi
esnasinda hiicre igindeki su miktarii koruyarak kurakliktan sakinabilir (Bidwell, 1974).
Yeni dikilmig yonca (Medicago sativa) bitkileri de kurak ortamlarda suyu alabilmek i¢in
yetiskin bitkiler gibi kok sistemlerini derinlere yonlendirerek hayatta kalabilirler. Béylece
yonca bitkisi, kdkleri daha yiizeyde olan bitkilerin kurakliga maruz kaldigi durumda bile
yeterli miktarda suyu alabilir. Diger baz1 bitkiler suyu depo eden sukkulent yapraklar,
buharlagmay: azaltmak i¢in kalin kutikula veya yaprak tiiyleri veya suyu koruyan ya da su
kaybim azaltan diger modifikasyonlar gelistirirler (Hopkins, 1995). Eger bir bitki stres
sonucu olusan hasarlari azaltabilme veya hi¢ hasar olusturmama 6zelliginde ise bu durum
stres toleransi olarak isimlendirilir. Diger bir deyisle stres tolerans: distan uygulanan bir
strese canlinin dayanabilme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Ornegin kuraklik tolerans,
organizmamn protoplazmasi kurudugunda hasar olmaksizin hayatta kalmasini ve bdylece
protoplazma yeniden su aldiginda biiyiime ve gelismenin devam etmesini saglar (Hopkins,
1995). Yine, bir ¢ok organizmanin yagayamadifi sicakliklarda hayatlanmi devam
ettirebilen yosun, alg ve bakteriler sicaklik toleransina sahiptirler. Yukarida belirtilen
sakinma ve tolerans mekanizmalar bir ¢ok stres durumunda gelisebilir ve her ikisi de aym
bitkide bulanabilir (Bidwell, 1974).

Bitkiler strese birkag sekilde cevap verebilirler. Daha az stresli periyotta
biiyiimelerini tamamlayarak stresin etkilerinden kagabilirler veya stres altinda eger stresten
sakmamazlarsa hasara maruz kalirlar. Ayrica bitkinin metabolizmasindaki spesifik
degisimler de bitkiyi stresten sakindrrabilir veya strese kars: tolerans saglayabilir (Hopkins,
1995).

Stres altindaki bitkiler tizerinde ¢aligma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasimn ogrenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin, s6z konusu streslere dayanabilme

yeteneklerinin Slgililmesi ve bdylece daha verimli iiriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi



diinya topraklarimin %10’undan daha azi tanima elveriglidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu streslere tolerans gosterebilen
bitkiler yetistirmeye gergekten ihtiyag vardir. Bitkilerin stres cevaplarimin anlagilmasi,
kuraklik, tuzluluk ve diger verimi azaltan kosullara dayanabilen strese direngli kiiltiivarlar
iiretmek agisindan 6nemlidir (Hopkins, 1995). Strese daha dayanikli ve toleransl tiirler
yetistirmek icin ise dayamkliik ve tolerans mekanizmalarimin iyi bilinmesi gerekir

(Bidwell, 1974).

1.3. Kuraklik Stresi

Genellikle kuraklik stresi, su eksikligi stresi ile es anlamda kullamilir. Kuraklik,
bitkilerin en fazla karsi kargiya kaldiklan ve dayanmak zorunda olduklan en yaygin
streslerden biridir (Kramer, 1980). Kuraklik stresinin etkisi diigiik nem, yiiksek sicaklik,
asin riizgar ve yliksek 151k yogunlugunda fazlalasir (URL-1). Kuraklik durumunda
bitkideki su alimimi zorlagir ve bitkide su eksikligi ortaya ¢ikar. Su eksikligi hasarma
maruz kalan bitkiler, stresin olumsuz etkilerini azaltan bazi mekanizmalar gelistirirler.
Kramer (1980)’¢ gore bu mekanizmalar, kurakliktan sakinma ve kurakliga tolerans
gdsterme olmak tizere iki ana baglik altinda incelenebilir. Cogu bitkilerde gesitli kuraklik
sakinma mekanizmalan gelismistir. Ornegin ¢61 bitkileri, bir yagmur periyodundan sonra
kisa bir siire igerisinde tiim hayatsal olaylarimi aktif bir sekilde yerine getirirler. Kurak
periyotta ise bu olaylar nispeten yavas seyreder. Ayrica ¢ogu bitki suyu iyi bir gekilde
absorbe etmek icin kutikula, stoma modifikasyonlan ve buna benzer 6zel yapilar
gelistirirler. Diger taraftan, bitkisel organlar arasinda stresten en ¢ok etkilenen organlardan
birisi yapraklar olup, 6zel gevre kosullarina adapte olmak igin bir takim metamorfozlar
gecirirler. Omegin kserofitik bitkilerde su kaybini azaltan yiizey tiiyleri, alt durumlu stoma,
yaprak kivrilmasi ve benzeri mekanizmalar bulunur. Bu o&zellikler bitkiden bitkiye
degisiklik gosterebilir (Bidwell, 1974).

Kuraklifa toleransli bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona tolerans
gosterenler olmak {izere iki gruba aynlabilirler (Kramer, 1980). Dechidrasyonun
ertelenmesi transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
saglamr. Bdylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisiik su potansiyeline ulagmasi
Onlenir. Dehidrasyon tolerans: ise hiicreler su hasarina ve diisiik su potansiyeline maruz

birakildiktan sonra bit®nin canliligimt devam ettiren veya biiyiiten mekanizmalari igerir.



Su hasar1 artarsa hiicreler turgor durumlarnim kaybederler ve bdylece hiicrelerin biiylimesi
sirlandirilir. Aym zamanda, hiicreler igsel osmotik potansiyellerini ayarlayarak da hiicre
biiyiime ve gelismesini diizenlerler (Hasegawa vd., 1984).

Kuraklik stresine kars: tolerans mekanizmalarindan biri de osmotik ayarlamadir
(Kramer, 1980). Osmotik ayarlama, kuraklik sonucu turgor &zelliklerini kaybeden bitki
hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarinin yoklugunda turgoru yeniden kazanmalari ve
bilyiimeyi devam ettirebilmeleri igin bagvurduklar1 diger bir yoldur (Handa vd., 1983).
Osmotik ayarlamay1 saglayan bazi inorganik ve organik eriyiklerdir. Hiicrelerin aktif
osmotik ayarlamasina en Snemli katkiy1 indirgen sekerler saglar (Hasegawa vd., 1984).
indirgen sekerlerin yam sira K iyonlan1 (Handa vd., 1983) ve prolin de osmotik ayarlama
saglamak i¢in bitkiler tarafindan sentezlenirler (Stewart ve Lee, 1974). Osmotik ayarlama,
hububat bitkilerinde kurakliga tolerans saglamada 6nemli bir mekanizma olarak gésterilir
(Ackerson vd., 1980; Morgan, 1980, 1984; Turner vd., 1986). Ayrica stomatal agiklifin
korunmasma (Turner vd., 1978; Ackerson vd., 1980; Ackerson ve Hebert, 1981; Ludlow
vd., 1985), fotosentezin (Ackerson vd., 1980) devam etmesine, yaprak kivrilmasi ve
yaprak Sliimiiniin gecikmesine katk: saglar (Hsiao vd., 1984).

1.4. Yaprak Kivriimasi

Kurak ortamda yetigen bitkiler, yapraklarina gelen isik miktarim azaltmak igin
yapraZin agisim degistirirler ve bdylece 151k absorbsiyonu igin daha az bir ylizey alam
saglamus olurlar. Bilindigi gibi 151k, yapragin ismmasma neden olur ve su kaybim
artirabilir. Bu sartlar altinda gelistirilen mekanizmalardan birisi yapragin yiizeyindeki
yansitma 6zelligindeki degisimlerdir (Oppenheimer, 1960). Omegin, kurakhk stresi
altinda, kiigiik taneli tahil bitkileri orta damar boyunca kivrilnus dik yapraklar sergilerler.
Bu olay bitkiler genellikle suyu geceleyin aldiklan igin giiniin ilerleyen saatlerinde
gerceklesir fakat toprak nemi azaldif1 zaman, yaprak kivrilmasi giiniin erken saatlerinde de
meydana gelebilir (URL-1).

Yaprak kivrilmast bitkilerin stresten sakinma mekanizmalarindan birisidir (Clarke,
1986). Bu olay ozellikle ¢imlerin yaprak iist epidermisinde orta damar boyunca yer alan
bulliform hiicrelerinin turgor 6zelligini kaybetmesi sonucu meydana gelir (Oppenheimer,
1960). Hava kabarcif1 seklinde olan bu hiicreler, yaprak kivrilmasi ve agilmasim kontrol
etmek i¢in su ile dolarlar. Kuraklik stresi altinda, bulliform hiicreleri biiziisiir ve bunun



sonucunda yapraklar kivrilmaya baglar (URL-2). Bu sekildeki bir kivrilma ile yaprak
alanimn sadece % 68’i 15182 maruz kalir ve transpirasyon da % 46-83 oraninda azaltilir
(Oppenheimer, 1960).

Yaprak kivrilmasi, asin1 giines 1g181nda bitkileri 1stktan koruma mekanizmasi olarak
bilinir ve gogu bitkide bulunabilir (Kao ve Forseth, 1992; Bjorkman ve Demmig-Adams,
1993; Xu ve Wu, 1996). Omegin asin glines 15181na maruz kalan Amomum villosum Lour.
(Zingiberaceae) bitkisinde meydana gelen yaprak kivnilmasi bitkiyi 1s18in olumsuz
etkilerinden koruyan mekanizmalardan biridir ve normal tarla kosullarinda bu mekanizma
etkili bir gekilde bitkiyi fotohasardan koruyabilir (Feng vd., 2002).

"Kurak ortamdaki bir bitki yapragim kivirmak suretiyle kendisine iki sekilde yarar
saglayabilir. Birincisi, yaprak yiizeyine diisen yliksek dozda giines 1s18indan kaynaklanan
yaprak sicakligindaki artigin olugturacag hasarlar, giines isinlarna maruz kalan yaprak
alam azaltilarak en aza indirilebilir (Begg, 1980). ikincisi, yaprak kivrilmasi ile hem
transpirasyon azaltilir hem de yapragm i¢ yiizeyinde kalan bélgede daha fazla nem ve
béylece strese karsi direng olusur. Bu sayede yok denecek kadar az olan su, bitki tarafindan
en etkili bir sekilde kullanilir (Matthews vd., 1990).

Yaprak kivrilmas: bitkinin su kaybim azaltarak senesensin gecikmesine etki etmesi
bakimindan da énemlidir (Richards vd., 2002). Su stresi sirasinda yaprak senesensi yerine
yaprak kivrilmasimin baglamasi bitkinin fotosentezi iyilestirmesine veya azami olarak
artirmasma da olanak saglar (Knap, 1985). Ornegin, Andropogon gerardii, stres esnasinda
su kaybi oramim yavaslatmak igin yapraklarim kivirarak fotosentezi aktif olarak devam
ettirir ve bdylece kisa siireli kurakliga dayanabilir (Richards vd., 2002). Bununla beraber,
yaprak kivrilmasinin fotosentez iizerine etkisi kesin olarak agik degildir (URL-1). Diger
taraftan, yaprak kivrilmasinin difer bir 6nemi yaprak sicakliginin olusturdugu hasari
azaltarak bitkinin solunumdaki kayiplanm azaltmasidir (Richards vd., 2002).

1.5. Stres ve Nispi Su i¢erigi (NSI)

Nispi su icerigi (Ingilizce kaynaklarda yaygin olarak RWC=relative water content
olarak kisaltilir), bitkinin su durumunun genel bir ifadesidir (Sivaramakrishnan vd., 1988).
Diger bir deyisle yapragin su durumunu ve dokunun metabolik aktivitesini yansitan
bitkinin su durumunun alternatif bir &l¢iimiidiir (Flower ve Ludlow, 1986). Su

potansiyeline benzer olarak nispi su igerigi de bir ¢ok gevresel parametreden etkilenen



transpirasyon ve topraktan su alimmm arasindaki dengenin saglanmasina karsi oldukga
duyarlidir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Stres calismalarmnda NSI’nin belirlenmesi
olduk¢a Gnemlidir. Bugday kiiltiivarlar1 (Sairam vd., 2001) ve aygigeginde (Sgherri ve
Navari-Izzo, 1995) NSI su stresinin artmasiyla azalir. Stres esnasinda dayamkh irklarn
nispi su igerigindeki azalisin hassas olanlara nazaran daha az oldugu bilinmektedir.
Ornegin, Pastori ve Trippi (1992), NSI’nin iki misir rkinda kuraklik periyodu esnasinda
azaldigini ve bu azaligin hassas olan wrkta dayamikli olana gére 6nemli derecede fazla
oldugunu rapor etmislerdir. Bugday bitkisinde yapilan diger bir ¢calismada da toleransh
olan kiiltivarin hassas olanla kargilastinldiginda, stres periyodu esnasinda daha fazla
NSI’ye sahip oldugu goriilmiistiir (Sgherri vd., 2000). Sogan bitkisinde yapilan bagka bir
calismada ise NSI’nin kontrol ile kargilagtirildiginda % 25 oraminda azaldig: tespit
edilmigtir (Egert ve Tevini, 2002).

1.6. Stres ve Kok : Siirgiin Oram

Su stresinin Onciil etkilerinden biri vejetatif biiylimedeki azalmadir. Siirgiin
biiyiimesi ve 6zellikle yapraklann biiyiimesi su stresine genellikle kok biiyiimesinden daha
duyarhidir. Kéklerdeki osmotik ayarlama, su alimimini siirdiirlir ve yapraklarda- miimkiin
olandan ¢ok daha diisiik su potansiyelinde biiylimeyi saglar. Derin koklii bitkiler agir1 bir
kuraklik durumunda ve kuraklifin topragin derinliklerine ulasmasina kadar su
absorbsiyonuna devam edebilirler (Hopkins, 1995). K6k tarafindan su aliniminin azalmasi,
bitkinin biiylime oranimin azalmasina neden olur (Larsson, 1992).

Koklerin biiylime hizi stres toleransim etkileyebilir. Bilindigi gibi kék daha fazla
biiyiirse kok:siirgiin oramu degisir. K&k biiylimesinin artmas: daha az gévde biiylimesinin
meydana gelmesine neden olur (Turner vd., 1986).

Bitkinin kok ve siirgiinlerindeki kuru madde orani, o bitkinin belirli ¢evre sartlarina
adaptasyon derecesini belirleyen kriterlerden biridir (Arora ve Mohan, 2001). Suyun
kullamlabilirligi simurli oldufu zaman, yaygin bir cevap olarak bitkilerin koék:siirgtin
oraninda artis meydana gelebilir (Hopkins, 1995; Huang ve Fry, 1998; Wu ve Cosgrove,
2000). Bu artis bitkinin strese direncinin bir gostergesi olabilir. Omegin piringte
kék:siirgiin kuru agirhik orami ve kurakliga dayamiklilik arasinda pozitif bir korelasyon
vardir (Champoux vd., 1995). Ayrica kék:siirgiin oranindaki artig, k6klerin toprakta azalan
suyu aragtirarak daha fazla su alimimi kapasitesini de gelistirir (Hopkins, 1995).
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1.7. Stres ve Fotosentetik Pigmentler

Biitiin bitki seviyesinde stresin etkilerinden birisi de genellikle fotosentetik
pigmentlerin icerigindeki azalmadir. Siddetli su stresinin (-1,9 Mpa) klorofil, B-karoten,
neoksantin ve lutein seviyesini 6nemli derecede azalttig rapor edilmistir (Yordanov vd.,
2000). Baz1 ¢im (Fu ve Huang, 2001) ve bugdaylarda (Sairam vd., 1997/98) klorofil a ve
klorofil b igerigi su stresi esnasinda kontrol bitkilerine gére 6nemli derecede azalmustir.
Ayrica bazi bugday genotiplerinde su ve sicaklik stresinin klorofil igerigini, klorofil a/b
oranim ve klorofil kararlilik indeksini de azalttii kaydedilmistir (Sairam vd., 1997,
Herbinger vd., 2002). Bununla beraber bazi bitkilerde stres esnasinda fotosentetik
pigmentlerde artis meydana gelebilir. Omegin, Digitalis lanata’da su stresi, B-karoten
iceriginde fotokoruma veya singlet oksijen temizlenmesinin artmasindan kaynaklanan
artiga neden olur (Smirnoff, 1993). Yine, Poa pratensis L.’de kuraklik periyodunun 6.
giinlinde Festuca arundinacea L.’de ise 12. giiniinde klorofil icerigi kontrole gore artig
gostermistir (Jiang ve Huang, 2001).

Fotosentetik pigmentler fotosentez olayindaki rollerine ilave olarak 1sik tarafindan
uyarilan agirt reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek fotodinamik hasarlara kars:
bir koruma saglarlar (Herbinger vd., 2002). Bu pigmentlerden en 6nemlisi karotenoidler de
singlet oksijenin temizlenmesinde gérev alirlar. Bu nedenle bir genotipteki karotenoid
seviyesi ayn1 zamanda o genotipin strese toleransiu da belirler (Sairam vd., 1997/98).
Tolerant genotipler, yiiksek karotenoid igeriginin yam sira aym zamanda yiiksek klorofil
igerigine de sahiptirler (Pastori ve Trippi, 1992). Omegin, toleransh bugday ve msir
genotiplerinde stres sartlari altinda klorofil igerigi azalmakla beraber toleransh olan
genotiplerde hassas olanlara nazaran nispeten yiiksek klorofil igerigi bulunur (Kraus vd.,
1995; Chandrasekar vd., 2000; Lascano vd., 2001).

1.8. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Su stresine maruz kalma, asin1 reaktif oksijen bilesiklerinin (ROS) olusumuna neden
olan oksidatif stres gibi sekonder stresler meydana getirir. ROS hidrojen peroksit, hidroksil
radikali ve siiperoksit anyonlarim i¢ine alir. ROS’lar genellikle fotorespirasyon ve yag

asitlerinin B-oksidasyonu gibi normal hiicresel aktiviteler tarafindan firetilir fakat bitkiler
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biyotik veya abiyotik stres gartlarina maruz kaldiklarinda, seviyeleri artar. ROS’lar
fotosentetik pigmentleri, membran lipidlerini, proteinleri ve nukleik asitleri oksitleyerek
(Smirnoff, 1993; Alscher vd., 1997; Yordanov vd., 2000) pigment kaybi, lipid
peroksidasyonu, enzim inaktivasyonu gibi bitkide hasar olusturan olaylara neden olurlar
(Sairam vd., 1997/98). Hasar hiicresel ve {iriin seviyesinde olabilecegi gibi DNA
seviyesinde'de olabilir. ROS’larin temizlenebilmesi, protein ve DNA gibi makromolekiiller
iizerine zararh etkilerinin azaltilabilmesi stres tolerans 6zelliginin 6nemli bir géstergesidir.
ROS’lar askorbik asit, glutatyon, thioredoksin ve karotenoidler gibi antioksidant bilesikler
ve superoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, peroksidaz ve katalaz gibi ROS temizleyen
enzimler tarafindan ortadan kaldirabilirler (Sairam vd., 2001).

1.9. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Stres etkisiyle olusan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu (LPO)
baslatabilir (Thompson vd., 1987). Lipid peroksidasyonu oksidatif stres sonucunda olusan
malondialdehit (MDA) igerigine bakilarak belirlenir (Irigoyen vd., 1992) ve yaprak
senesensi esnasinda Onemli bir deZisim olarak diigiiniiliir (Dhindsa vd., 1981/82;
Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya li¢ kat artabilir. Ornegin
celtik siirgiinlerinde (Yordanov vd., 2000), bugday genotiplerinde (Sairam vd., 2001) ve
scker kamugt yapraklarindaki (Smirnoff, 1993) su stresi lipid peroksidasyonunu artirir.
Ayrica, yoncada de 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 dzellikle SOD ve peroksidaz gibi
bazi antioksidant enzimlerin aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasiin bir sonucu olabilir
(Fu ve Huang, 2001). Ayrica, lipid peroksidasyonunun bitkilerin strese tolerans: ile iligkili
oldugu bilinir. Ornegin, su stresine maruz birakilmig bugday ve musir gesitlerinde su stresi
sartlar1 altinda MDA igerigi artarken hassas genotiple karsilasgtinldifinda strese toleranslh
genotiplerde diigiik oranda lipid peroksidasyonu (LPO) meydana gelir (Pastori ve Trippi,
1992; Sairam vd., 1998).
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1.10. Antioksidant Enzimler

Antioksidant enzimler ve bazi metabolitler cesitli hububat bitkilerinde stres
toleransiyla iligkilidir (Liebler vd., 1986; Elstner, 1987; Larson, 1988). Su ve sicaklik stresi
altinda baz antioksidant enzimlerin aktivitelerinin artti1 bir ¢ok aragtiric: tarafindan rapor
edilmigtir (Matters ve Scandalios, 1986; Baisak vd., 1994; Tanaka, 1994). Baslca
antioksidant enzimler siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve glutatyon rediiktaz’dur.
Bitkinin su durumuna bagl olarak, strese karsi korunma, bu enzimlerin aktivitelerinin
artigiyla yerine getirilir. Yukanida da deginildigi gibi antioksidantlarm yiikseltilmesi
terrﬁzleme aktivitesinin yiikseltilmesi bitkilerin kurakliga toleransmmn artmas ile iligkilidir
(Bowler vd., 1992).

1.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), siiperoksit serbest radikallerinin
temizlenmesi i¢in bu bilesiklerinin hidrojen peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen
bir enzimdir (Fridovich, 1986; Elstner, 1987). Canhi organizmalar SOD ile siiperoksiti
uzaklagtirir ve boylece hidroksil radikalinin olugum riskini azaltirlar. Bu enzim, sﬁperoksit
anyonlarim uzaklagtirmasma ragmen, toksik bir oksijen tiirevini (O;") digerine (HO,)
doniistiriir (Mehlhorn, 1990). Bu reaksiyon sonucu olusan H,O,, fotosentezin giiclii bir
inhibitériidiir ve kloroplastin fonksiyonlar i¢in 6nemli bir risktir. Ikinci asamada, bu toksik
{iriin peroksidazlar tarafindan ortadan kaldinilarak, kloroplastlardaki bazi olaylarm saglikl
bir sekilde devam etmesi saglanir (Dahan vd., 1997).

SOD aktivitesinin su stresine cevab tiirlere, kuraklik stiresine ve kurakligmn siddetine
bagl olarak degisir (Fu ve Huang, 2001). Omegin kuraklik stresi esnasinda yapilan bir
calismada SOD aktivitesinin arttig ortaya konmustur (Smirnoff, 1993). Bugday bitkisinde
ise SOD aktivitesinin kurakligin erken sathasinda arttifi veya degismedigi daha sonraki
dénemde ise su stresiyle beraber arttigy rapor edilmistir (Fu ve Huang, 2001). Arpada
kuraklik stresi esnasinda SOD aktivitesinde artig oldugu, aycigeginde ise belirgin bir artisin
olmadign kaydedilmistir (Smirnoff, 1993). Bunlara ilave olarak, yoncada yapilan bir
arastirmada SOD aktivitesinin kuraklik stresi tarafindan etkilenmedigi tespit edilmigtir
(Irigoyen vd., 1992). Benzer olarak, Sorghum bicolar L.’da SOD akfivitesinin 1lmli su
stresi altinda etkilenmedigi belirlenmistir. Ayrica, pek ¢ok arastirmada, agiri SOD artigimun,
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diistik sicaklik ve su stresi gibi abiyotik streslere karsi bitkilerin toleransinm artmasim
kontrol ettigi rapor edilmistir (Bohnert ve Sheveleva 1998).

1.10.2. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) elektron vericisi olarak NADPH’1 kullanarak
oksitlenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmesini (GSH) katalizleyen bir enzimdir (Scruton
vd., 1990; Creissen vd., 1994). Indirgenmis glutatyon (GSH) antioksidatif savunma
sisteminin Snemli bir elemamdir. GSH’n reaktif oksijen bilesiklerini temizleme kapasitesi
proteinlerin SH gruplarmin koruyucusu olarak 6nemlidir. Bu islemde GSH, GSSG ye
yiikseltgenir ve glutatyon rediiktaz aktivitesiyle GSH yeniden fiiretilir (Noctor ve Foyer,
1998). Ayrica GSH, kuraklik toleransinda, stres esnasinda olugabilecek hiicresel hasarlarin
sinirlandiriimasinda ve aktiflesmis O, bilesiklerine karsi savunma mekanizmalarinin
uyariimasinda da anahtar bir rol oynar (Sgherri ve Navari-Izzo, 1995).

Glutatyon rediiktaz, GSH/GSSG oramim yiiksek seviyede tutar ve bSylece bitkideki
oksidatif hasarlara karsi kloroplastlar1 korur. Glutatyon rediiktaz bitkilerin kuraklik, yiiksek
oksijen basinci ve hava kirleticileri tarafindan tiretilen oksidatif stresin olumsuz etkilerinin
diizeltilmesine ve strese kargi direng saglanmasina katkida bulunur (Sairam vd., 1997).
Diger taraftan, GR diger enzimlerle birlikte hidrojen peroksitin temizlenmesinde de gérev
alir (Gamble ve Burke, 1984; Gillham ve Dodge, 1987; Bowler vd., 1992). Cesitli
bitkilerde GR aktivitesinde ¢evresel streslere cevap olarak artis meydana geldigi
bulunmustur (Gamble ve Burke, 1984; Gillham ve Dodge, 1987; Dhindsa, 1991). Ayrica
soya fasiilyesi (Pastori ve Trippi, 1992), domates (Walker ve McKersie, 1993), tiitiin
(Rensburg ve Kruger, 1994) ve bugday (Kraus vd., 1995) gibi baz kiiltiir bitkilerinde GR
aktivitesi degisiminin oksidatif strese tolerans ile iligkili oldugu da rapor edilmigtir (Sairam
vd., 1997).

1.10.3. Peroksidaz

Su stresi, H,O, ve oksijen serbest radikalleri gibi indirgenmis oksijen tiirevlerinin
olusumunu ve birikimini saglar (Kenis vd., 1994). Peroksidazlarin (POD, EC 1.11.1.7)

H,0,’in parcalanmasim katalizlemesinin yanisira, toksik indirgeyicilerin oksidasyonunu,
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ligninin sentezini ve yikimini (Grisebach, 1981), yaralanmalara karsi savunma cevabi
olusumunu (Espelie vd., 1986) ve oksin katabolizmasim saglamak (Hinman ve Lang,
1965) gibi bir ¢ok fizyolojik fonksiyonu kontrol ettigi bilinmektedir. Ayrica, peroksidazlar,
bitkilerde kuraklik gibi gevresel streslerin meydana getirdigi oksidatif degigime cevap
olarak uyarilan serbest radikal temizlenmesiyle ilgili enzim gruplarindan biridir (Palatnik
vd., 1997; Castillo, 1996). Peroksidaz aktivitesi, dis kaynakli sinyallere ve zor gevre
kogullarina cevap olarak hizli bir sekilde degisebilir. H,O,’in varliginda, in vitro hidrojen
vericisi olarak g¢esitli organik ve inorganik substratlari kullanabilirler (Van Assche ve
Clijsters, 1980). Peroksidazlardan substrat olarak askorbati kullanan askorbat peroksidaz,
hidrojen peroksitin pargalanmasinda olduk¢a Snemlidir (Kirtikara ve Talbot, 1996). Su
stresine maruz kalan duyarli bugday gesitlerinde askorbat peroksidaz aktivitesinin
uyarildig, toleransl bugdayda ise sadece yiiksek stres yogunlugunda artt1g1 kaydedilmistir
(Sgherri vd., 2000). Bu konuda benzer pek ¢ok arastirma mevcuttur. Ornegin, peroksidazin
orta derecedeki bir strese maruz kalan damkorugu bitkisinde arttif1 fakat siddetli stres
sirasinda azaldig1 rapor edilmigtir (Castillo, 1996). Arabidopsis bitkisinde yapilan bir
calismada 2 giin su eksiklifine maruz kalan bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttif1
belirlenmistir. Benzer sekilde, Tanaka vd. (1990), su stresi altindaki 1spanak yapraklarinda
peroksidaz aktivitesinin arttigini rapor etmislerdir. Bununla beraber kurakliga cevap olarak
POD aktivitesinde artiglarin yani sira azalma veya degisimlerin olmadig1 da belirlenmistir
(Fu ve Huang, 2001).

1.11. Nitrat Rediiktaz (NR)

Nitrat rediiktaz (NR, EC 1.6.6.1) molibden ihtiva eden flavoprotein yapisinda bir
enzim olup, hiicrenin sitoplazmasinda bulunur ve azot asimilasyonunda rol alir (Hasman,
1972). Bu enzim azot metabolizmasimin diizenlenmesinde anahtar bir noktada bulunur
(Sinha ve Nicholas, 1981). Nitrat rediiktaz bitkilerin hem k&k hem de yapraklarindaki
nitrat asimilasyonundaki nitratin nitrite indirgendigi ilk enzimatik reaksiyonu kataliz eder
(Truax vd., 1994; Yaneva vd., 2000). Nitrat daha ¢ok kdklerde mevcut olan, yapraklarda
¢ok az miktarda bulunan bir bilegiktir. NOs’iin NO,’ye indirgenmesi, 1s18a ihtiyag
gostermez. Bu indirgenme indirgenmis piridin niikleotidine ihtiya¢ gosterir (Hasman,
1972).
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Sekil 1. NO; indirgenmesinde elektron tasima gsemasi
(Hasman, 1972)

Nitratin indirgenmesi asagidaki denklemlerdeki gibi meydana gelir.

Nitrat rediiktaz
HNO; + NADPH+H" > HNO, + NADP" + H,0
Nitrit rediiktaz
HNO, + 2NADPH+H" > NH,OH + 2NADP" +H,0
Amonyum dehidrogenaz
NH,OH + NADH+H" > NH4OH + NAD"

Bir¢ok bitki tiirii, yapraklarindaki nitrat rediiktaza, NADH’a elektron vericisi olarak
ihtiyag duyar. Ayrica nitrat rediiktaz kofaktdr olarak NADH’1 bulundurur. Nitrat rediiktaza
FMN veya FAD ilave edildiginde, elektron vericisi olarak NADH kullanilmasindan daha
fazla faaliyet gosterir. Isik tarafindan indirgenmis durumdaki riboflavin, oksijensiz sartlar
altinda, nitrat rediiktaz i¢in NADH’tan daha etkilidir. Bu durum piridin nukleotidinin
enzime birinci derecede elektron. vericisi olmadigim gsterir. Indirgenmis benzil viologen
kismen nitrat rediiktaza elektron vericisi olarak gorev alir. Nitrat rediiktaz ihtiya¢ duydugu
elektronlar1 dogrudan dogruya NADH, FMNH,, FADH, ve benzil violojenden alir fakat
NADPH’dan dogrudan dogruya alamaz, ancak NADP rediiktaz ve FMN araciliiyla
dolayli olarak alabilir (Hasman, 1972) (Sekil 2).
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Bitkilerde nitrat rediiktaz aktivitesi gevresel faktorler tarafindan etkilenir. Bunun
nedeni, enzimin nitrat tarafindan uyarilabilmesi ve in vivo ve in vitro olarak kisa bir
yarilanma Omriine sahip olmasidir. Bu yiizden, nitrat alimimim veya protein sentezini
etkileyen herhangi bir faktor NR aktivitesini degistirebilir (Smimoff vd., 1985). NR
aktivitesi, kuraklik stresi ve bitki biiylimesi ile iligkilidir (Sivaramakrishnan, 1988) ve su
stresi sirasinda NR aktivitesi gogu enzimden gok daha hizhi azalir (Huffaker, 1970; Bardzik
vd., 1971). Nitrat asimilasyonu ile ilgili diger enzimlerden olan nitrit rediiktaz ve glutamin
sentetaz gibi enzimler nispeten etkilenmezler (Smirnoff vd., 1985).

Su stresi esnasindaki NR aktivitesindeki azalig biyokimyasal adaptasyonla ilgilidir
(Smirnoff vd., 1985). Boyle bir azalis Zea mays (Pal vd., 1976; Shaner ve Boyer, 1976),
Hordeum vulgare (Anikiev ve Kuramagomedov, 1975), Pisum sativum (Gupta ve Beevers,
1983) ve Triticum vulgare (Heuer vd., 1979) bitkilerinde kaydedilmistir. NR
aktivitesindeki azalma, arazide bityiitiilen bitkilerde de kuraklik periyodu sirasinda ortaya
cikabilir (Smirnoff vd., 1985). Bununla beraber NR aktivitesindeki azalig, stresin siddetine
bagh olarak degisebilir. Ayrica NR aktivitesi kuraklik toleransi i¢in 6zellikle 6nemlidir
(Ray ve Sisson, 1986) ve kuraklifa toleransli olan bugday cesitlerinde NR aktivitesi
nispeten daha az inhibe edilir (Sairam, 1994)

1.12. Kuraklik Stresi ve Bilyiime Hormonlarn

Biiyiime hormonlart bitkilerin strese cevabim diizenlemede &nemli rol oynarlar
(Wang vd., 2001). Kuraklik stresi esnasinda hiicrelerdeki turgorun azalmas1 sonucunda
yaprak kivrilmasinin yam sira absisik asit (ABA) gibi bazi biiylime hormonlarinin seviyesi
de degisir (Pierce ve Raschke, 1980; Turner vd., 1986). ABA g¢igekli bitkilerde su
eksikligine (kurakliga) cevap olarak iiretilir, kurakliga ve diger ¢evresel streslere toleransla
ilgili cevaplarin baglamasinda 6nemli bir rol oynar. Bitkilerde kuraklik stresi sirasmnda
ABA konsantrasyonunun artmasi, biiyiime, gelisim (Hartung ve Davies, 1991; Bray, 1993;
Reddy vd., 2004) ve baz1 genlerin ifade edilmesini de (Bray, 1991) kapsayan ¢ok sayida
degisimler meydana getirir (Zeevaart, Creelman, 1988). Ormegin Bray (1988), domates
(Lycopersicon esculentum) yapraklarinda kuraklik stresi sirasinda meydana gelen ABA
birikiminin, stres esnasinda gen ifadesindeki bazi degisimler igin gerekli oldugunu ileri
stirmiistiir.
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ABA, kok:stirgiin kuru agirlik oranindaki artig, yaprak alani gelisiminin inhibisyonu,
kok biiytimesinin ve dolayisiyla kok derinliginin artmas: gibi cesitli bitki kistmlarinin nispi
biiylime oramim degistirir (Sharp vd., 1994). Suyun korunmasinda ¢ok &nemli bir cevap
olan stomalarin kapanmasi ABA tarafindan baglatilir (Ward vd., 1995). Ayrica, ABA hiicre
turgorunu muhafaza etmek, diisiik su potansiyeline ve kuruma ile ilgili hasar olusturan
giiclere dayanabilmek igin etkili hiicresel degisimlerde rol alir. Omegin ABA osmotik
ayarlamayr uyarir (Ober ve Sharp, 1994) ve koruyucu proteinlerin (LEA ve ilgili
proteinler) sentezini harekete gegirir (Bray, 1993; Chandler ve Robertson, 1994).

Cogu bitkide bitki biiylimesini uyaran hormonlar ise stres esnasinda azalir. Ornegin
Iris hexogana bitkisinde tuzluluk stresine cevap olarak ABA seviyesi artarken endojenik
IAA seviyesi azalmigtir. Bu iki hormonun bitkilerin strese kars1 adaptasyon veya cevap
vermedeki birinin digeri lizerine etkisinin birlikteki etkilerinden farkh olabilecegi ileri
stiriilmiigtir (Wang vd., 2001). Ayrica, misir ve bugday bitkilerinde strese cevap olarak
zeatin ve zeatin ribositin biriktigi (Setter vd., 2001) ve su stresi sartlan altinda kavunda

sitokinin ve giberellik asit (GA) seviyesinin azaldig1 da kaydedilmistir (Hosoki vd., 1987).

1.13. Kurakhk stresinin mRNA Uzerine Etkisi

Su stresi bitki hiicrelerinde transkripsiyonel seviyede bazi degisimlere ve yeni
protein ve mRNA’larin sentezine neden olur (Yordanov vd., 2000). Ornegin, cogu hiicrede
sicaklik sokuna karsi olusan cevap, transkripsiyonel seviyede diizenlenir ve fazla miktarda
biriken ve fonksiyonu bilinmeyen bazi RNA’lar sentezlenir ve bdylece sicak sok
proteinlerini kodlayan mesajlar 10-1000 kat artar. Yiiksek sicakliklarda spesifik sicak sok
mRNA’larinin birikmesi, soya fasulyesi fidelerinin maruz kaldigi sicak sokuna karsi
koruyucu bir etkiye sahiptir (Schlesinger vd., 1982). Diger taraftan, diisiik sicaklifin,
sofuga toleransh bir bitki olan Arabidopsis thaliana’da alkol dehidrogenaz mRNA’simn
birikiminine neden oldugu bulunmustur (Jarillo vd., 1993). Sicaklik stresi yam sira diger
pek cok stres durumunda da RNA seviyelerinde degisim meydana gelebilir. Omegin
antioksidant enzimlerin genlerine karsiik gelen mRNA’lar kuraklik stresi tarafindan
uyarilir (Reddy vd., 2004). Ayrica, kuraklik stresi altindaki bezelye bitkisindeki peroksidaz
ve SOD enzimlerine ait mRNA’larin tiretiminin arttifi belirlenmigtir (Yordanov vd., 2000).
Kuraklik devam ederken Arabidopsis thaliana’min kuraklik tarafindan uyarilan AtDil9
geninin mRNA seviyesi artmigtir (Gosti vd., 1995). Ozonla muamele edilmis bitkilerde ise
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23 ve 18.5 kDa agirhgindaki polipeptidlerin mRNA’lan azalirken, 38 kDa agirhigindaki
polipeptidlerin mRNA’lar1 artmigtir (Kirtikara ve Talbot, 1996). Yine, Raphanus sativus
yapraklarinda tuz stresine cevap olarak 22 kDa agirligindaki proteinler ve bu proteinlerin
mRNA lan birikmisgtir (Lopez vd., 1994). Bugdayda dehidrasyon stresi tarafindan farkh bir
sekans grubuna sahip LEA (II) mRNA’lar1 uyanilmigtir (Curry ve Walker-Simmons, 1993).
Bununla beraber bazi mRNA seviyelerinde stres esnasinda azalmalarin oldugu da
kaydedilmistir. Omegin musir bitkileri yedi giin kuraklifa maruz birakildiginda nitrat
rediiktaz mRNA’st sulanmug bitkilere nazaran % 80 azalmustir. Bununla beraber aym
bitkide sakkaroz fosfat sentaz ve fosfoenol piriivat karboksilaz transkriptleri daha az
etkilenmistir (Foyer vd., 1998).

1.14. Marantaceae Familyasin ve Ctenanthe Cinsinin Genel Ozellikleri

Marantaceae familyas: iiyeleri tropik bdlgelerde yaklagik 30 cinsi bulunan otsu, ¢ok
yillik ve rizomlu bitkilerdir. Cogu tropik Amerika, birkag tiirii ise tropik Asya ve Afrika’da
yayilis gosterir. Cogu sera ve siis bitkisidir. Yapraklarn 2 swra halinde dizilmis olup,
petyioliin kaidesinde dar veya genis olabilen bir kin mevcuttur. Yaprak ayasinda orta
damardan ¢ikan damarlar birbirine paraleldir (Heywood, 1978). Petiyoliin yaprak ayasiyla
birlestigi yerde pulvinus adi verilen hiicrelerin yer aldif1 siskin bir kisim bulunur ve bu
motor hiicreler yapragin hareketinde rol oynarlar (Zeybek, 1994).

Marantaceae familyasinin bir {iyesi olan Ctenanthe, her dem yesil taksonlan olan bir
cins olup, ¢alimsi ve ¢ok yillik bitkilerdir. Dekoratif yapraklar igin yetistirilirler (Brickell,
1989). Anavatam tropikal Brezilya’dir. Calathea ve Maranta cinsleri ile yakin iligkisi
- vardir ve bazen Phrynium adiyla da bilinirler (URL-3). Soguga hassastirlar ve minimum 15
°C’de yasayabilirler. Nemli ortamlari, yar g6lgeli alanlan ve iyi drenajli topraklan tercih
ederler. Uretilmesi ilk baharda rizomlardan béliinerek yapilir (Brickell, 1989). C. pilosa,
C. setosa, C. amabilis gibi bazi tiirlerinde nektar salgis1 goriiliir (Kirchoff ve Kennedy,
1985).

Ctenanthe setosa, tropikal, ¢ok yillik otgul bitkilerin kii¢lik bir familyasinn iiyesi

olup, sera ve evlerde siis bitkisi olarak kullanmilir (Heywood, 1978). Bitkiler yaklagik bir
metre boyunda olabilir ve yesil yapraklara sahiptirler (URL-3). Bu bitkilerin kuraklhifa ve



19

hava sicaklifinin artmasina cevap olarak yapraklarim rulo seklinde kivirma yeteneginde
olduklar: belirlenmistir (Turgut ve Kadioglu, 1998).



2. YAPILAN CALISMALAR
2. 1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Ctenanthe setosa (Rosc.) Eichler (Marantaceae) fideleri toprak ve kum igeren (5:1)
plastik saksilara (yiikseklik 14 cm, iist gap1 16 cm ve alt ¢apt 11 cm) vejetatif olarak
dikildikten sonra yagli ve solmus yapraklar kesildi. Bitkilerin 22-25 °C’de, laboratuar
kosullarinda (yaklagik 250-300 pmol (foton) m?s? 1gk yogunlugunda) biiyiimeleri
saglandl. Daha sonra kontrol bitkileri giin asir1 sulanirken, yapraklarni kivirmasi amaciyla
diger gruptaki bitkiler 64 giin kuraklik periyoduna maruz birakildi. Kontrol bitkileri de
dahil olmak iizere kuraklik periyodunun 32, 40, 48, 56 ve 64. giinlerinde yaprak kivrilma
derecesinin artis1 boyunca bitkilerin yaprak, petiyol (yaprak sap1) ve koklerinden 6rnekler
alinarak biyokimyasal analizler yapildi.

2.2. Yaprak Kivrilma Derecesinin Olciilmesi

Yaprak kivrilma derecesi Premachandra vd. (1993)’ne gore belirlendi. Yapraklarin
kivrilmasindan &nce ve sonra orta kisimlarmn eni Slgiildii. Yaprak kivrilma derecesi,
kivrilma sonucunda yaprak enindeki % azalma olarak ifade edildi.

2.3. Nispi Su Icerigi Tayini

Nispi su igerigi tayini Castillo (1996)’a gore yapildi. Bitkilerin yaprak ve
petiyollerinin taze aZirhiklar 6Slgiildiikten sonra gece boyunca suda bekletilerek turgid
agirliklar alindi. Daha sonra 80 °C’ye ayarh firinda bekletilerek kuru agirliklan kaydedildi
ve agagidaki formiilde yerine koyularak nispi su igerikleri (NSI) belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze agirlik-Kuru agirhk/Turgid agirlik-Kuru agirhik)x100
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2.4. Kok : Siirgiin Oraninin Belirlenmesi

Kuraklik periyodu esnasinda artan yaprak kivrilma derecesine paralel olarak
kok:stirgiin oran1 Champoux vd. (1995)’e gore belirlendi. Kokler ve stirgiinler kesilerek 80
°C’ye ayarl etiivde 48 saat tutuldu ve boylece kuru agirlik degerleri kaydedildi. Kéklerin
kuru agirhigmmin siirglinlerin kuru agirhina béliinmesi sonucunda kok:siirglin orani
hesaplandi.

2. 5. Klorofil ve Karotenoid Tayini

Yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca bitki yapraklarindan 0,1 g alinarak 5 ml
% 80’lik aseton igerisinde homojenize edildi. Homojenat 3000 rpm’de 5 dk. santrifijj
edildi. Elde edilen pigment ekstraktlarmin 645, 663 ve 450 nm’lerdeki absorbanslar
spektrofotometrede okunup absorbans degerleri asagidaki formiillerde yerine konarak
klorofil a, klorofil b, toplam klorofil Arnon (1949)’a ve toplam karotenoid miktarlar
Jaspars (1965)’a gore belirlendi. Daha sonra klorofil a/ b oranlar1 hesaplandi.

Klorofil a (mg/1) : 12,7 x Asez — 2,69 X Agss

Klorofil b (mg/1) : 22,9 x Agss — 4.68 x Age3

Toplam klorofil (mg/1) : 20,2 x Agas + 8,02 x Ages

Toplam karotenoid (mg/1) : 4,07 x Asso — (0,0435 x Kl a + 0,367 x K1 b)

Elde edilen veriler g taze agirlik basina mg pigment olarak ifade edildi.

2.5.1. Klorofil Kararhhk (Stabilite) indeksi (KKT) Tayini
Klorofil kararlilik indeksi tayini Sairam vd. (1997)’¢ gore agafidaki formiil

kullanilarak hesaplands.
KXI = (stres sartlarindaki toplam klorofil/kontrol sartlarindaki toplam klorofil) x 100

2.6. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Kontrol ve kuraklik periyoduna maruz birakilan bitkilerin yaprak, petiyol ve
kéklerinden kivrilma artigt boyunca numuneler alindi. Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid
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peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid icerigine dayanarak Heath ve Packer
(1968), metodunu takiben 6l¢iildii. Her bir numuneden 0,5 g alinarak 10 ml % 0,1 trikloro
asetik asit (TCA) igerisinde homojenize edildi. Homojenat 15 000Xg de 5 dk. santrifiij
edildi. Siipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik
asit (TBA) ilave edildi. Karigim 95 °C’de 30 dk. isitildi ve sonra lizh bir sekilde buz
banyosunda sogutuldu. 10 000Xg de 10 dk. santrifiijden sonra siipernatantin absorbansi
532 nm de kaydedildi. 600 nm de spesifik olmayan absorbsiyon igin okunan deger
hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug asagidaki formiilde yerine konularak malondialdehit
(MDA) konsantrasyonu hesaplandi.

A=E.c.1

(A: As3-Agoo, E: Absorbsiyon katsayisi, 155 mmol'lcm’l, ¢: MDA konsantrasyonu)
Sonuglar g taze agirlik bagina nmol olarak verildi.

2.7. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini
2.7.1. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ctenanthe setosa fidelerinin yaprak, petiyol ve koklerinden yaprak kivnima
derecesinin artig1 boyunca 1’er g alinarak sivi azot igerisinde toz haline getirildi. 5 ml
soguk ekstraksiyon tamponunda (50 mM fosfat tamponu pH 7, ImM EDTA, % 0,05
Triton, % 2 polyvinylpolypyrrolidone ve 1 mM askorbik asit) buz igerisinde homojenize
edildi. Homojenat iki kath tiilbent bezinden siiziildiikten sonra sofutmah santrifiijde 20
000X g’de 20 dk. santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant enzim denemeleri i¢in kullanild.

2.7.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun Dhindsa ve Matowe
(1981) tarafindan geligtirilen yontemi ile belirlendi. Bu metotta aktivite, indikatér molekiil
olarak kullamlan nitro blue tetrazolium (NBT)’ un siiperoksit radikalleri ile mavi renkli bir
formazona indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin
lgiilmesiyle tayin edildi. Bu reaksiyonun % 50’sinin inhibisyonuna uygun siipernatant

hacmi 1 enzim {initesi olarak kabul edildi.
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Aktivite tayini i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM
metionin, 75 uM NBT ve 2 pM ribofilavin igeren karisima 70 pl enzim ekstrakt: ilave
edildi. Ribofilavin en son koyuldu ve tliplerin floresans lamba altina yerlegtirilmesiyle
reaksiyon baglatildi. Isik kaynagmmm 10 dk. sonra uzaklagtirilmasiyla reaksiyon
sonlandirildi ve olugan reaksiyon {riinii 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okundu. SOD aktivitesi, g taze agirlik bagina linite enzim olarak ifade edildi.

2.8. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e
gbre SOD enzimi igin hazirlanan ekstraktin kullanilmasiyla tayin edildi. Substrat olarak
0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) kullanildi.

Oksitlenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi igin, indirgeyici faktér
olarak NADPH kullamildi. Aktivite tayini i¢in 200 pl 0,5 mM EDTA igerisinde hazirlanmis
50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 pl GSSG ve 500 pl NADPH ihtiva eden karisima 50 pl
enzim ekstrakt1 ilave edildi. NADPH’in oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika boyunca
azalmanmn Slgiilmesiyle belirlendi. GR aktivitesi mU/ml olarak ifade edildi.

2. 9. Peroksidaz Aktivitesi Tayini
2.9. 1. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Yaprak, petiyol ve kokten kivrilma boyunca alinan numuneler g yaprak dokusu
bagina 10 ml olacak sekilde 0,2 M soguk sodyum fosfat tamponunda (pH 7) buz iizerinde
homojenize edildi. +4 °C’de 20 000Xg’de 20 dk. santrifiij edildi. Siipernatantin bir kism
¢oziinebilir protein miktarimin belirlenmesi igin alindi. Geri kalan kismi ise enzim

aktivitesinin tayini i¢in kullamldi.
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2.9. 2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Rodriguez ve Sanchez (1982)’in
tanimladig1 gibi Van Lelyveld ve Pretorius (1973)’un metodunun biraz degistirilmesiyle
Olgiildii. Substrat olarak 40 mM guaiacol ve 26 mM H,0, ¢6zeltileri kullanildi.

ic;erisine 1 ml guaiacol, 0,5 ml H,O, ve 1,4 ml 0,05 M fosfat-sitrat tamponu (pH 4,6)
koyulan tiip 25 °C’ye ayarli su banyosunda 15 dk. bekletildi. Tiip icerisindeki karigim
spektrofotemetre kiivetine dokiilerek tizerine 50 pl enzim numunesinden ilave edildi. Daha
sonra 420 nm dalga boyunda meydana gelen absorbans degisimi 2 dk. boyunca okundu.
Enzim aktivitesi Ago/dk./g kuru agirhk cinsinden ifade edildi.

2.9.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Peroksidaz Izoenzimlerinin
Belirlenmesi

Liu (1973) tarafindan tamimlanan poliakrilamid jel elektroforezi ile peroksidaz
izoenzimleri belirlendi. Elektroforez g¢aligmalarinda enzim kaynagi olarak -20 °C’de
dondurularak saklanan kontrol ve % 19, 36, 55 ve 72 kivrilma derecelerine ait bitkilerin
peroksidaz enzim ekstraktlart kullanildi. Y1gma jeli i¢in % 5°lik, ayirma jeli i¢in % 8’lik
akrilamid hazirlandi. Yigma jelinin hazirlanmas: igin 3,4 ml saf su, 0,83 ml % 30’luk
akrilamid, 0,63 ml 1 M Tris HCI (pH 6,8), 0,05 ml taze hazirlanmis % 10’luk amonyum
persiilfat  ve 0,005 ml TEMED (N,N,N,N-tetrametil etilen diamin) ilave edilerek
kanigtirildi. Ayirma jeli igin ise 9,3 ml saf su, 5,3 ml % 30’luk akrilamid, 5 ml 1,5 M Tris
HCI (pH 8,8), 0,2 ml taze hazirlanmis % 10’luk amonyum persiilfat ve 0,012 ml TEMED
kullamildi. Numuneler % 50 gliserol ve % 0,1°lik bromofenol boyas: ve 1 M Tris (pH 6,8)
igerisinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi ve Hamilton marka bir enjektorle jele
uygulandi. Yiiriitme tamponu (14,4 g glisin ve 3 g Tris, 1 litre, pH 8.3) kullamlarak +4
°C’de 20 mA akimda 4-6 saat yiiriitiildii. Elektroforez sonucu dikkatli bir sekilde ¢ikanlan
jel, benzidin (0,1 g benzidin/100 ml 0,2 M sodyum asetat tamponu, pH 5) ve H,O;
substratlar1 ile hazirlanan ¢ézelti (2,5 ml % 3’lik H,0,/100 ml benzidin ¢ozeltisi)
icerisinde, 35 °C’de 1 saat bekletildikten sonra % 30°luk etil alkolde muhafaza edildi. Daha
sonra bilgisayarda jelin griintiisii ¢ikartip izoenzim bantlarimin yerleri Slgiildii ve Rf

degerleri hesaplandi.
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2.10. Nitrat Rediiktaz Aktivitesi Tayini

Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesi Yandow ve Klein (1986) tarafindan tanimlanan
metoda gore Sl¢iildii. Standart hazirlamak igin KNO, kullanildi. Bunun igin igerisinde 0,
10, 20, 40, 60, ve 100 uM KNO; bulunan ¢6zeltilerden 1 ml alinarak iizerine 1 ml 2N HCl
icinde hazirlanmis % 1°lik siilfanilik asit ve 1 ml % 0.02°lik n-Naftiletilendiamin
hidroklorid (NED) ilave edildi. 20 dk. sonra 540 nm’de absorbans degerleri okundu ve bu
absorbanslara karsihk gelen pumol NO, degerleri spekirofotometreye bagh bilgisayar
iinitesine girilerek standart bir grafik olusturuldu.

Yaprak, petiyol ve kok kisimlarindan artan yaprak kivrilma derecesine gore
numuneler alinarak nitrat rediiktaz aktiviteleri 6l¢iildii. Numunelerden 0,1-0,2 g alinarak
1x1 mm olacak sekilde kesildi. 20 mI’lik siringa igine koyularak iizerine 5 ml NR aktivitesi
inkiibasyon tamponundan (0,1 M KH,PO, tamponu pH 7,6, 0,1 M KNO;, % 1 propanol)
ilave edildi ve piston asag1 yukan hareket ettirilerek numunelerin havas: alindi. Bitki
materyalleri dibe ¢oktiikten sonra 1 saat karanlikta bekletildi. Her bir numuneden 1 ml
alinarak tizerine 1 ml % 1°lik siilfanilik asit ve 1 ml % 0.02’lik NED ilave edildi. Tiipler 20
dk. bekletildikten sonra 540 nm dalga boyunda standart grafikten okunan NO, miktarlari
alind:. Elde edilen veriler saat ve kuru agirlik bagina pmol NO, ™ olarak ifade edildi.

2.11. Yiiksek performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Yapraklardaki I¢sel
Hormon Miktarlarimmin Belirlenmesi

HPLC igin bitki hormonlarinin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi Kuraishi vd.
(1991)’nin tammladifi metodun biraz degistirilmesi ile yapildi. Kuraklik periyodu
esnasinda yaprak kivrilma derecesinin artigi boyunca yaprak numunelerinden 2 g alinarak
siv1 azotta toz haline getirildi ve iizerine —40 °C’de bekletilen % 80’lik metanol ilave
edilerek 10 dk. ultra doku parcalayicida (Ultrasonic Processor, Jenway LTD) homojenize
edildi. Homojenat karanlikta +4 °C’de 24 saat bekletildikten sonra Whatman no. 1 filtre
kagidindan siiziildii. Daha sonra siiziintii kism1 alindi ve kalan pargalar tekrar aym isleme
tabi tutuldu. Elde edilen siiziintiiler birlestirilerek 0,45 um’lik PTFE filtrelerinden gegirildi
(Cutting, 1991). Daha sonra evaporatdrde 35 °C’de kurutuldu. Kurutulmug ekstraktlar 100
ML KH,PO, tamponunda (pH 8) tekrar ¢oziildii ve +4 °C’de 10.000Xg’de 1 saat santrifiij
edildi. Stipernatant alinarak tizerine 1 g polivinilpolipirolidon (PVPP) ilave edildikten
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sonra iyice kangstirildi ve Sep-Pak C;g (Waters) kartuslarindan gegirildi (Machackova vd.,
1993). Kartuslarda kalan hormonlar % 80’lik metanolde ¢oziilerek kiigiik siselere koyuldu
ve analiz iglemleri icin HPLC (Shimadzu, LC-10 AD)’ye enjekte edildi. HPLC analiz
islemlerinde mobil faz olarak % 11,5’1ik asetonitril (pH 5,5) ve 40 mM’lik trietil amonyum
asetat (TEAA) tamponu kullamildi. Akis hiz1, basing ve dalga boyu sirasiyla 2 ml. Dak.”,
2000 psi ve 265 nm olarak segildi ve ultraviyole dedektér kullamldi (Horgan ve Kramers,
1979; Taylor vd., 1984).

2. 12. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu EZ-RNA (Biol. Indust.) Toplam RNA Izolasyon kiti kullamlarak
liretici firmanin talimatlarina gére yapildi. Kontrol bitkileri ile % 55 (orta stresli) ve 79
(siddetli stresli) kivrilma derecesine sahip olan bitkilerin yapraklarindan 0.1g numune
alinarak sivi azot igerisinde 6nceden DEPC’li saf suda 30 dk. bekletilmis olan havan
icerisinde &giitillerek toz haline getirildi. Uzerine 0,5 ml Denatiirasyon soliisyonu
(soliisyon A) ilave edilerek homojenize edildi. 5 dak. oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonra
0,5 ml Ekstraksiyon soliisyonu (soliisyon B) ilave edildi. 15 saniye elle gii¢lii bir sekilde
sallayarak karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edildi. 12.000Xg de +4
°C’de 15 dk. santrifiij edildi. S1vi, renksiz (iist) faz temiz bir tiipe alindi. Uzerine 0,5 ml
soguk izopropanol ile ilave edilip nazikge karistirarak sulu fazdan RNA dibe ¢oktiiriildii.
25-30 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000Xg de +4 °C’de 8 dk. santrifijj
edildi. Siipernatant uzaklagtirilarak RNA pelleti 1 ml % 75°lik etanol ile yikandi. Sonra
7500Xg de +4 °C’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet 5-10 dk. hava ile
kurutuldu ve 70 pl niikkleaz igermeyen suda ¢oziildii.

2.12. 1. RNA Miktar1 Tayini

Izole edilen RNA’larin miktan spektrofotometrik olarak belirlendi. RNA
numunelerinden 10 pl alinarak iizerine 990 pl steril DEPC’li saf su ilave edilerek 100 kat
sulandirildi. Absorbanslar 260 ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Agilent 8453
E) okunduktan sonra agagidaki formiilde yerine konularak RNA miktar hesaplandi.

RNA miktar: (ug/1000 pl)= Aze0 x 50 x 100
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Buradan elde edilen degerler “pug RNA/mg doku” olarak ifade edildi.

2.12. 2. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA’lar diethyl pyrocarbonate (DEPC)’l:i saf su kullamlarak
hazirlanmis 1X Tris - Asetik asit - Ethylenediamine tetra asetik asit (TAE) tamponu i¢inde,
0.5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden % 1,4’liik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
BioDocAnalyze sistemiyle goriintiilendi.

2.13. istatistik Analizler

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

belirlendi.

2.14. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Genomik DNA Izolasyon Kiti (Fermantas) kullanilarak
tiretici firmanin talimatlarina gére yapildi. Yapraklardan uygun miktarda alimarak sivi azot
icerisinde toz haline getirildi. Uzerine 400 pl lizis ¢6zeltisi ilave edilerek 65 °C’de 10 dak
tutuldu. Uzerine 600 pl kloroform ilave edildikten sonra birkag kez nazikge karistinldi ve
10.000X rpm’de 2 dak. santrifiij edildi. DNA igeren {ist faz yeni bir tiipe alind1 ve {izerine
800 pl ¢oktiirme ¢ozeltisi ilave edildi. Oda sicakhiginda 1-2 dak. kanstirildiktan sonra
10.000X rpm’de 2 dak. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra DNA pelleti
100 pl 1,2 M NaCl igerisinde ¢oziildii.Uzerine 300 pl soguk etanol ilave edildi ve 10 dak. —
20 °C’de ¢oktiiriildiikten sonra 10.000X rpm’de 3-4 dak. santrifiij edildi. Etanol dokiildii
ve pellet % 70 soguk etanol ile yikandi. DNA 100 pl steril saf suda ¢oziildi. DNA’lar %
0,7’lik 0,5 pg/ml etidiyum bromiir igeren agaroz jelde yiiriitlildi ve BioDocAnalyze

sistemi kullanilarak gériintiilendi.
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2.15. PCR Reaksiyonu ile 18S rRNA Bolgesinin ve Ip3 Gen Parcasimmn
Cogaltilmas1 ve pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

Genomik DNA kalip olarak kullanilarak PCR gergeklestirildi. Pinus taeda 1L.’da
belirlenmis (Padmanabhan vd., 1997) 18S rRNA ile 1p3 genleri esas almarak 2 g¢ift
dejenerat primer kombinasyonlar1 dizayn edildi. Bu primerlerin siralarn asagidaki
gosterildigi gibidir:

Pt18SrRNABI1 primeri : 5’-ACC AgA CAA ATC gCT CCA CC-3’

Pt18SrRNAF1 primeri : 5’-ggT gAC ggA gAA TTA ggg TTC-3’

RTLP3B1 primeri :5” geT geT gAT gCT TTT TgC CC-3’

RTLP3F1 primeri :5 CACCACCAC AAg gAA gAT g-3°

PCR reaksiyonu, 200 pl ince duvarli PCR tiipleri igerisinde 25 pl’lik son hacimde
gergeklestirildi. Reaksiyon karisim: 1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, her
primerden 5 pmol, 10-40 ng kalip genomik DNA ve 1 U Taqg DNA polimeraz igerecek
sekilde hazirlandi. Reaksiyon Biometra Personal Cycler PCR cihazi kullamlarak 95 °C’de
2 dak.’lik ilk denatiirasyon basamagindan sonra 40 dongii 94 °C’de 1,5 dak. denatiirasyon,
50 °C’de 1,5 dak. baglanma ve 72 °C’de 2 dak. uzamadan sonra son olarak 72 °C’de 5 dak.
olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda olusan DNA
fragmentleri, 0,5 pg/ml etidiyum bromiir ihtiva eden % 1,4’liik agaroz jelde yiiriitiilerek
BioDocAnalyze jel gériintiileme sistemi ile goriintiilendi.

PCR reaksiyonu ile gogaltilan parcalar, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullamlarak
pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi. Elde edilen PCR iiriintinden 3 pl alinarak 5
ul 2X baglanma tamponu, 1 pl pGEM-T Easy klonlama vektorii, ve 1 ul T4 DNA ligaz
enzimi son hacim 10 pl olacak sekilde hazirlandi. Karisim 16 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

Elde edilen baglanma karisimindan 3 pl almarak 200 pl JM101 E. coli hiicreleri ile
kangtinildi. 30 dak. buz iizerinde bekletildi. 45 °C’lik su banyosunda 2 dak. tutularak
hiicrelere sok uyguland:. Uzerine 200 ul Luria Bertani (LB) besiyerisi koyuldu ve 2 saat 37
°C’lik etiivde bekletildi. LB agar besiyerisinden 1likken 30 ml alinarak 60 pl ampisilin
ilave edildi ve petri kaplar.na dokiildii. Besiyeri donduktan sonra petriye 20 pl IPTG ve 20
pl X-gal yayma ekim yontemiyle aktarildi. Etiivden alman dibe ¢6kmiis hiicrelerin ist fazi
alinarak atildi. Altta kalan hiicreler petriye aktarlarak yayma ekim yapilip, kurutuldu.
Daha sonra hiicreler, 37 °C’lik etiivde 1 gece bekletilerek bityiitiildii. Ertesi giin besiyeri
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iizerinde olusan beyaz kolonilerden icerisinde 3 ml ampisilinli LB besiyerisi bulunan 10
ml’lik kiiltiir tiiplerine alinarak gece kiiltiirli yapildi.

PCR reaksiyonu ile g¢ogaltilan pargalarin pGEM-T Easy klonlama vektériine
klonlanip klonlanmadifim tespit etmek i¢in elde edilen beyaz kolonilerin plazmit
DNA’lant izole edildi ve EcoRI restriksiyon enzimi ile kesildi. Dogrulugu teyit edilen
klonlarin baz dizin analizi gergeklestirildi. Elde edilen DNA baz dizileri gen bankasinda
var olan dizilerle kargilagtirlarak aralarindaki benzerlik oranlar belirlendi. Lp3 genine ait
primerler kullanilarak elde edilen baz sirasimn ise olas1 amino asit siralan belirlenerek gen

bankasinda kayitli protein ve transkriptlerle kargilagtiritmas: yapildi.



3. BULGULAR

3.1. Kurakbgm Yaprak Kivrilma Derecesi, Kok:Siirgiin Oram ve Nispi Su
Icerigi Uzerine Etkisi

Ctenanthe setosa bitkileri, laboratuar sartlarinda 32, 40, 48, 56 ve 64 giin kuraklik
periyoduna maruz birakildiginda yapraklarmm kivirdiklari gézlendi. Giin asii sulanan
kontrol bitkilerinin normal goriiniiglii (yapraklarin yere paralel) oldugu, kuraklik
periyoduna maruz birakilmis bitkilerin (stresli) ise yapraklarim silindir seklinde kivirdig
g6zlendi.

Normal goriiniislii ve kivrilmus durumdaki yapraklar Sekil 2 ve Sekil 3’te
goriilmektedir.

Sekil 2. Giin asin sulannmug Ctenanthe
setosa’nm kontrol bitkisi
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Sekil 3. Kuraklik periyodunun 64. giiniinde % 79
yaprak kivrilma derecesine sahip Ctenanthe
setosa bitkisi

Kurakliga maruz birakilan bitkilerde, kuraklik periyodunun artmasina paralel olarak
hem yaprak hem de petiyollerin nispi su igeriginin (NSI) azaldigi kaydedildi. Kontrol
yapraklarmnda % 94 olan NSI’nin kurakhik periyodu sonunda % 78, petiyollerde ise
yapraklardan daha fazla azalarak % 67 degerine ulagtif1 belirlendi. Diger taraftan kuraklik
periyodu esnasinda yaprak kivrilma derecesi ve kok:siirgiin oraninin istatistiki bakimdan
onemli (P>0,05) derecede arttig1 tespit edildi. Kuraklik periyodunun 64. giiniinde yaprak
kivrilma derecesinin % 79’ a kadar ¢iktigi, benzer sekilde kontrolde 0,83 olarak tespit
edilen kok:siirgiin oraninin da ayn1 periyot sonunda 2,67’e ulastig1 goriildii (Tablo 2).
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Tablo 2. Kurakhiga maruz birakilmis C. sefosa’da yaprak kivrilma derecesi, kok : siirgiin

oran1 ve nispi su igerigi (%)

Kuraklik Yaprak Kivrilma Kok: Siirgiin Nispi su igerigi (%)
Periyodu (giin) Derecesi (%) Oram Yaprak Petiyol

0 0 a 0,83+0,03*a 94+2 d 94+2 c
32 19+8 b 0,78+0,02 a 89+05c 922 c
40 364 c 1,16£0,25 b 871 ¢ 84%4 b
48 55+11d 1,60+0,04 ¢ 83+2 b 72%+3 a
56 72110 e 1,84+0,11 ¢ 79+1 a 693 a
64 79+12 e 267+£0,19 d 78+2 a 67145 a

*(J¢ tekerriiriin ortalamasi. *Ug tekerriirlii ortalamalarn standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen
degerler 6nemli Slgiide farkli degildir (P>0,05), (Duncan Coklu Kargilagtirma Testi)

3.2. Yaprak Kivrilmasmn Fotosentetik Pigment Miktarlar1 Uzerine Etkisi

C. setosa’nin yaprak kivrilma derecesinin (%) artmasina paralel olarak klorofil ve

karotenoid miktarlarinda meydana gelen degisiklikler Sekil 4’te gosterildi.

297
= ElKlorofil
B d N Karotenoid
Q
% Al ab
g
E 3
g 2 ]
g ]. . =N
[-¥ 0
0 19 36 55 72
Yaprak Kivrilma Derecesi (%)

cd

Sekil 4. C. setosa’da yaprak kivrilma derecesinin artisy boyunca toplam klorofil
ve karotenoid miktarlarindaki degigiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢limlerin standart sapmasim géstermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark
% 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)
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Kuraklik periyodunun uzamasina paralel olarak yaprak kivrilma derecesi artarken
klorofil miktarinin énce istatistiki bakimdan énemli (P>0,05) derecede azaldig1, daha sonra
ise arttify belirlendi. Kontrol bitkilerinde g taze agirlik basina 4,1 mg olarak tespit edilen
klorofil miktarmmn % 36 yaprak kivrilma derecesinde 3,2 mg’a kadar diistiigti goriildii.
Kivrilma derecesi % 55°e giktiginda bu degerin artarak 3,5 mg’a kadar yiikseldigi, % 79
kivrilma derecesinde ise daha da artarak yaklasik olarak kontrol ile aymt degere ulastig
kaydedildi (Sekil 4).

Kivrilma derecesinin artmasina paralel olarak karotenoid miktarinda da 6nce
istatistiki bakimdan 6nemli bir (P>0,05) azalma daha sonra ise artis bulundu. Kontrolde 1,5
mg‘ olarak tespit edilen karotenoid miktarmin % 19 oraninda kivrilan yapraklarda ise 1,3
mg’a diistiigii belirlendi. Bununla beraber bu azalisin istatistiki bakimdan énemli olmadig
goriildii. % 36 yaprak kivrilma derecesinde ise 1,1 mg’a gerileyen karotenoid miktarimn
istatistiki bakimdan 6nemli oldugu kaydedildi. Ayrica, klorofil miktarindan farkli olarak
karotenoid miktarimin % 55 yaprak kivrilma derecesine kadar azaldifi daha sonra da
artarak % 72 kivrilma derecesinde 1,2 mg, % 79 derecede de kontrole yaklagarak 1,4 mg’a
ciktign belirlendi (Sekil 4).

Kurakliga maruz birakilmuig C. sefosa’da yaprak kivrilma derecesinin artigina paralel
olarak klorofil a/b oram ile klorofil kararlihik indeksi (KKI)’nde (Tablo 3) meydana gelen
degisiklikler de arastinldi.

Tablo 3. C. setosa’da yaprak kivrilma derecesinin artisi boyunca klorofil a/b oram
ve klorofil kararlilik indeksleri (%)®

Kivrilma Derecesi Klorofil a/b Oram Klorofil Kararlilik
(%) Indeksi (%)

0 2,4+0,1 *bc -

19 2,2+0,2 be 84,72+ 5,5 be

36 1,9+0,2 a 71,36 £ 6,4 a

55 2,1+0,1 b 77,27 +4,9 ab

72 2,3+0,1 be 78,49 + 0,6 ab

79 2,5+02 ¢ 91,24+ 4,1¢

*(J¢ tekerriiriin ortalamas1. *Usg tekerriirlii ortalamalarm standart sapmasi. Aynt harflerle gosterilen
degerler 6nemli dlgiide farkli degildir (P>0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi)

Kontrol bitkilerinde 2,4 olan kl a/b oram, % 19 yaprak kivrilma derecesinde 2,2
olarak olciilmesine ragmen bu azalmanin istatistiki olarak 6nemli olmadigi goriildi.
Bununla beraber kontrolle kiyaslandiginda, % 36 kivrilmada gézlenen azalmann istatistiki
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bakimdan nemli (P>0,05) oldugu belirlendi. % 55 yaprak kivrilma derecesinde ise bu
oranin klorofil ve karotenoid miktarinda oldugu gibi istatistiki bakimdan &nemli derecede
arttifn bulundu. Daha sonraki yaprak kivrilma derecelerinde de klorofil a/b oranlarimin
artmaya devam ettigi ve % 79 kivrilma derecesinde kontrol ile aym seviyeye ulastif
kaydedildi (Tablo 3).

Yaprak kivrilma derecesinin artist esnasinda bitkilerin strese tolerans yeteneginin bir
isareti olan klorofil kararlilik indeksi (%) de hesaplandi. Kivrilmanin az oldugu % 19
kivrilma derecesinde 84,72 olarak tespit edilen KKI degerinin % 36 yaprak kivrilma
derecesine kadar istatistiki bakimdan 6nemli (P>0,05) derecede azaldigi, % 55 ve % 72
k1vrﬂma derecesinde ise arttifa goriildii. Bununla beraber bu artisin istatistiki bakimdan %
36 kivrilma derecesine gore istatistiki bakimdan 6nemli olmadif belirlendi. Yaprak
kivrilma derecesi % 79’a ¢iktiginda ise 91,24 olarak Olgiilen artigin dnceki kivrilmalara
gore istatistiki bakimdan 6nemli oldugu kaydedildi (Tablo 3).

3.3. Yaprak Kivrilmasimm Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkisi

Yaprak kivrilma derecesinin artis1 esnasinda klorofil ve karotenoid miktarinda 6nce
azalma sonra artiy meydana gelmesine karsin, lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan
malondialdehit igerifinin 6nce arttifn sonra ise azaldigi tespit edildi (Sekil 5-7).
Yapraklarda yapilan analizlerde kontrol bitkilerinde 30,8 nmol g' taze agirlik olarak
hesaplanan MDA igeriginin % 36 yaprak kivrilma derecesine kadar artarak 46,5 nmol’e
ulagtign daha sonraki kivrilma derecesinde ise 31,5 nmol’e diisttigli kaydedildi. MDA
igerigindeki azalmanin sonraki kivriimalarda da devam ettigi ve maksimum kivrnilmadaki
MDA igeriginin g taze agirlik bagma 25,1 nmol oldugu belirlendi ($ekil 5).
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Sekil 5. C. setosa’nmin yapraklarinda kivrilma derecesinin artisi boyunca MDA
icerigindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Slgiimlerin
standart sapmasint gostermektedir. Her bir yaprak kivrilma derecesinde
ayni harflerle gosterilen siitunlar arasmdaki fark % 5 (P>0,05) seviyesinde
dnemsizdir)

Bitkilerin petiyollerinde yapilan aymi analizlerde yapraklara benzer sonuglar elde
edildi. Kontrolle karsilagtinldiginda MDA igeri§inin % 36 kivrilma derecesine kadar
istatistiki bakimdan 6nemli derecede artifi kaydedildi. Daha sonraki yaprak kivrilma
derecelerinde ise MDA igeriginin azaldifn ve maksimum kivrilma derecesinde % 19

kivrilma ile aym degere diistiigi belirlendi ($ekil 6).
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Sekil 6. C. setosa’nin petiyollerinde yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca
MDA igerigindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
olgiimlerin standart sapmasim géstermektedir. Her bir yaprak kivrilma
derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5

(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Koklerdeki MDA igeriginin de kivrilma derecesi artarken Once arttifi sonra ise
kontrol bitkileri ile aym seviyeye diistiigii tespit edildi. Yaprak ve petiyollerden farkli
olarak MDA igeriginin % 55 yaprak kivrilma derecesine kadar artig gosterdigi daha sonra
ise azaldig belirlendi. % 19 ve 36 kivrilma derecelerinde Slgiilen MDA igeriginde ise
onemli bir degisimin olmadig: goriildii (Sekil 7).
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Sekil 7. C. setosa’nin koklerinde yaprak kivrilma derecesinin artisi boyunca
MDA igerigindeki degigiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Slgiimlerin standart sapmasim gostermektedir. Her bir yaprak kivrilma
derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % S
(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.4. Yaprak Kivrilmasin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin yapraklarinda yapilan analizler
sonucunda, kivrilma derecesinin artmasiyla beraber SOD aktivitesinin istatistiki bakimdan
O6nemli derecede degismedigi goriildii. Kontrol bitkilerin yapraklarinda g taze agirhk
bagina 102,6 iinite enzim olarak hesaplanan aktivitenin % 19 yaprak kivrilma derecesinde
92,6 ve % 79 kivrilma derecesinde 98,7 iiniteye kadar azaldig: goriildii. % 55 kivnilma
derecesinde ise aktivitenin onceki kivrilmalara gore arttifn bulundu. Bununla beraber
yaprak kivrilma derecesi artarken, SOD aktivitesinin azalmalarin ve artigmm istatistiki
(P>0,05) bakimdan énemli olmadig: tespit edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. C. setosa’min yapraklarinda kivrilma derecesinin artigi boyunca SOD
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgiimlerin standart sapmasim gostermektedir. Her bir yaprak kivrilma
derecesinde aym harflerle g6sterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Petiyollerde yapilan ayni analizlerin sonucunda ise % 19 yaprak kivrilma
derecesinden baglamak tizere % 36 ve % 55 kivrilma derecesine kadar aktivitenin istatistiki
bakimdan (P>0,05) 6nemli derecede azaldigi, bununla beraber daha sonraki kivrilmalarda
yine artarak yaklagik olarak kontrol ile aym seviyeye ulastig1 belirlendi. Kontrolde g taze
agirlik bagma 115,5 iinite olarak olgiilen enzim aktivitesinin % 19 yaprak kivrilma
derecesinde % 12 oraminda azaldifi belirlendi. Kivrilma derecesi % 36 ve % 55’e
ciktiginda ise aktivitenin sirasiyla 98,9 ve 98,4 iiniteye diistiigii bulundu. Ayrica % 19 ve
% 55 yaprak kivrilma dereceleri arasinda istatistiki bakimdan onemli (P>0,05) bir
degisiklik goriilmedi. Bununla beraber aktivitenin sonraki kivrilma derecelerinde artarak,
% 72 kivrilmada 105,7 ve maksimum kivrilmada da 109,1 iiniteye ulastif1 tespit edildi
(Sekil 9).
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Sekil 9. C. setosa’min petiyollerinde yaprak kivrilma derecesinin artig1 boyunca
SOD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgiimlerin standart sapmasini géstermektedir. Her bir yaprak kivriima
derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5

(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Kéklerde yapilan denemelerde ise yine kuraklik stresinin baglangicinda istatistiki
(P>0,05) agidan 6nemli bir azalmanin oldugu ve bu azalmanin ilerleyen periyotlarda
artmaya devam ederek kontrole yaklastig1 tespit edildi. Kontrolde 114,2 iinite olarak tespit
edilen aktivitenin % 19 kivrilma derecesinde yaklagik olarak % 11,5 oraninda azaldig:
bulundu. Bununla beraber bu azalmanin hemen sonraki % 36 yaprak kivrilma derecesinde
istatistiki bakimdan nemli (P>0,05) derecede artarak 105,6, % 55 kivrilma derecesinde de
107,6 {initeye ciktifn belirlendi. Yiiksek kivrilma derecelerinde ise bu enzimim
aktivitesinin daha da artarak % 72 kivrilmada 109,2 ve maksimum kivrilmada da 109,6
iiniteye ulagtif tespit edildi (Sekil 10).
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Sekil 10. C. setosa’nin koklerinde yaprak kivrilma derecesinin artist boyunca
SOD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Slgtimlerin standart sapmasini géstermektedir.Her bir yaprak
kivrilma derecesinde aym harflerle g6sterilen siitunlar arasindaki
fark % 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.5. Yaprak Kivrilmasimin Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bitkinin yapraklarinda yapilan analizler sonucunda glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesinin yaprak kivrilma derecesinin artmastyla beraber kontrole gére 6nce arttig
sonra azaldigi daha sonra ise yine arttifn kaydedildi. Bununla beraber aktivitedeki bu
degisimlerin kontrole oranla istatistiki (P>0,05) bakimdan 6nemli olmadig belirlendi. %
55 yaprak kivrilma derecesinde dlgiilen azalisin kontrol ile kiyaslandiginda Snemli
olmamakla beraber % 19 ve 36 kivnilma derecesi ile kiyaslandiginda istatistiki bakimdan
(P>0,05) dnemli oldugu tespit edildi. GR aktivitesinin % 72 kivrilma derecesinde kontrole
yaklagtii goriildii. Ayrica % 79 kivrilmada aktivitenin istatistiki bakimdan 6nemli
olmamakla beraber kontrole gore yiikseldigi kaydedildi (Sekil 11).
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Sekil 11. C. sefosa’nmin yapraklaninda kivrilma derecesinin artisy boyunca
glutatyon rediiktaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Sl¢iimlerin standart sapmasim gostermektedir. Her bir
yaprak kivrilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar
arasmdaki fark % 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Petiyollerde yapilan analizler sonucunda, kivrilma derecesi artarken GR
aktivitesinin kontrolle karsilastirildiginda istatistiki bakimdan (P>0,05) 6n;amli bir
degisiklik gostermedigi belirlendi. Kontrol bitkilerinde 6,5 mU/ml olarak belirlenen
aktivitenin % 36 yaprak kivrilma derecesinde 8,5 mU/ml’ ye ve % 79 maksimum kivrilma
derecesinde de 9,8 mU/ml’ ye ulagtifx bulundu. Bununla beraber bu artiglann istatistiki
bakimdan énemli olmadig goriildii (Sekil 12).
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Sekil 12. C. setosa’nin petiyollerinde yaprak kivrilma derecesinin artig
boyunca glutatyon rediiktaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3
tekerriirlii =~ olarak  yapilan Olgiimlerin  standart sapmasim
gostermektedir. Her bir yaprak kivrilma derecesinde aym harflerle
gosterilen stitunlar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde
6nemsizdir)

Koklerde yapilan aym denemelerin sonucunda ise GR aktivitesinin istatistiki
bakimdan 6nemli derecede (P>0,05) arttig1 tespit edildi. Kontrol bitkilerinde 9,2 mU/m]
olan aktivitenin % 19 yaprak kivrilma derecesinde 13,2 mU/ml’ ye ulastig) fakat bu artigin
istatistiki bakimdan 6nemli olmadig belirlendi. % 36 kivrilma derecesinde ise 22,8 mU/ml
olan aktivite artiginin istatistiki olarak Snemli oldugu goriildii. % 55, % 72 ve % 79
kivrilma derecelerinde de aktivitenin artmaya devam ederek sirasiyla 28,4, 32,2 ve 42,8
mU/m!’ ye ulastig1 bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. C. setosa’nin koklerinde yaprak kivrilma derecesinin artigi boyunca
glutatyon rediiktaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Slgiimierin standart sapmasini gstermektedir. Her bir
yaprak kivrilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar
arasmdaki fark % 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.6. Yaprak Kivrilmasimin Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

SOD ve GR aktivitesinden farkli olarak, kuraklik periyodu esnasinda kivriima
derecesi artarken, yaprak ve petiyollerdeki peroksidaz aktivitesinin belirgin olarak arttifx
ve bu artigin istatistiki bakimdan (P>0,05) 6nemli oldugu belirlendi (Sekil 14). Kontrol
bitkileri ile kiyaslandiginda g kuru afirlik basmna 6lgiilen aktivite artisimn % 19 yaprak
kivrilma derecesinde 3 kattan fazla oldupu goriildii. Bu artigin daha sonraki giinlerde
yapilan Olgiimlerde daha da bariz oldugu tespit edildi. Maksimum kivrilma gosteren
bitkiler kontrol bitkileri ile kargilagtiriidiginda ise aktivite artisiun 10 kattan fazla oldugu
bulundu (Sekil 14).
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Sekil 14. C. sefosa’min yapraklarinda kivrilma derecesinin artis1 boyunca POD
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerrtirlii olarak yapilan
Olglimlerin standart sapmasim g6stermektedir. Her bir yaprak kivrilma
derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5

(P>0,05) seviyesinde nemsizdir)

Petiyollerde yapilan analizlerde de kivrilma derecesinin artmasiyla beraber
peroksidaz aktivitesinin istatistiki olarak (P>0,05) 6nemli derecede arttif1 kaydedildi ($ekil
15). Bununla beraber yapraklardan farkli olarak aktivitenin kontrole oranla % 19 ve % 36
kivrilma derecelerinde ¢ok fazla degismedigi goriildii. Ancak % 55 yaprak kivrilma
derecesinde aktivitenin istatistiki bakimdan 6nemli derecede arttifi bulundu. Bununla
beraber bu artisin yapraklardaki ilk artigtan farkli olarak yaklagik olarak 1,5 kat oldugu
goriildii. Ayrica yapraklarda % 79 kivrilma derecesinde kontrole gre 10 kattan fazla artig
olmasina ragmen petiyollerde yaklagik 5 katlik bir artigin oldugu tespit edildi (Sekil 15).
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Sekil 15. C. setosa’nin petiyollerinde yaprak kivrilma derecesinin artigi boyunca
POD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgiimlerin standart sapmasini g6stermektedir. Her bir yaprak kivrilma
derecesinde aym harflerle gdsterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Bitkinin yaprak ve petiyollerinde peroksidaz aktivitesi bariz olarak artarken,
koklerde yapilan analizler sonucunda peroksidaz aktivitesinin énemli (P>0,05) derecede
azaldip tespit edildi (Sekil 16). Koklerde GR aktivitesinde bariz bir artis tespit edilmesine
karsin peroksidaz aktivitesine bakildiginda aktivitenin istatistiki bakimdan énemli derecede
azaldig1 kaydedildi. Ayrica % 19 ve 36 yaprak kivrilma dereceleri ile % 55 ve 72 kivrilma

dereceleri arasinda peroksidaz aktivitesinin degismedigi belirlendi.
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Sekil 16. C. setosa’nin k6klerinde yaprak kivrilma derecesinin artig1 boyunca
POD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgtimlerin standart sapmasmi g@stermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde aym1 harflerle gdsterilen stitunlar arasindaki
fark % 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.7. Yaprak Kivrilmasinin Peroksidaz izoenzimleri Uzerine Etkisi

Peroksidaz izoenzimleri ile ilgili yapilan elektroforez sonuglarina gére C. sefosa
yapraklarinda Rf degerleri sirasiyla 0,05, 0,17 ve 0,2 olan 3 tane peroksidaz izoenzim
bandinin olduBu tespit edildi (Sekil 17). Ayrica kivrilma derecesi artarken izoenzim sayisi
ve aktifliginin de degistigi belirlendi. Kontrolde ve yiiksek yaprak kivrilma derecelerinde
0,2 Rf degerine karsilik gelen bir bandin % 19 kivrilma derecesinde bulunmadigi ve
boylece 3 tane olan izoenzim bant sayisinin 2 tane oldugu gériildii. Rf degeri 0,05 olan
izoenzim bantlarinmn aktifliginin kivrilma artig1 boyunca degismedigi belirlendi. Rf degeri
0,17 olan bantlarin aktifliginin ise kontrol ve % 19 kivrilma derecesinde benzer olmasina
ragmen diger kivrilmalarda koyuluklarinin ve kalinliklarimin gittikge arttign tespit edildi. Rf
degeri 0,2 olarak dlgiilen ve % 19 kivrilmada bulunmayan bandin aktiflifinin % 36
kivrilma derecesinde olduk¢a zayif oldufu sonraki kivrilmalarda da giderek arttifi
kaydedildi (Sekil 17).
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Sekil 17. C. setosa’nmn yapraklarinda kivrilma derecesinin
peroksidaz izoenzimleri {izerine etkisi (1: Kontrol,
2:% 19, 3:% 36, 4:% 55, 5:% 79 kivrilma derecesi)

Petiyollerde ise Rf degerleri 0,16; 0,19; 0,34 ve 0,37 olarak 6lgiilen 4 adet izoenzim
bandinda yaprak kivrilma derecesine (%) bagh olarak farkliliklar goriildii (Sekil 18). Rf
degeri 0,16 olan izoenzim bandinin % 19, % 36 ve % 79 yaprak kivrilma derecelerinde
kontrole kiyasla daha aktif oldugu, % 55 kivrilma derecesinde ise degismedigi belirlendi.
Rf degeri 0,19 olan izoenzim bandinin % 19 ve % 36 kivrilma derecesinde kontrole
nazaran daha agik, % 79 kivrilma derecesinde ise daha koyu oldugu gézlendi. Ayrica
kontrolde olduk¢a zayif olan ve Rf degeri 0,34 ve 0,37 olarak &lgiilen iki bandin
aktifliginin yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca giderek artt1i1 tespit edildi (Sekil
18).
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Sekil 18. C. setosa’nin petiyollerinde yaprak kivrilma derecesinin
peroksidaz izoenzimleri iizerine etkisi (1:Kontrol, 2:% 19,
3: % 36, 4: % 55, 5: % 79 yaprak kivrilma derecesi)

3.8. Yaprak Kavrilmasimm Nitrat Rediiktaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bitkinin yapraklarinda yapilan analizler sonucunda, yaprak kivrmilmasinin nitrat
rediiktaz aktivitesini kontrol bitkileri ile karsilagtinldiginda istatistiki (P>0,05) bakimdan
Onemli derecede azalttin kaydedildi (Sekil 19-21). Kontrol bitki grubunda kuru agirhk
bagmna 2,92 pmol olan aktivite % 19 gibi az bir kivrilma derecesinde bile hizla azalarak
1,15 pumol’e, % 79 maksimum Kivrilma derecesinde de % 89 oraninda azalarak 0,32
umol’e diistiigii belirlendi. Yaprak kivrilmasmin % 55 ve % 72 derecelerinde ise aktivitede
herhangi bir degisimin olmadig tespit edildi (Sekil 19).
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Sekil 19. C. setosa’nin yapraklarinda kivrilma derecesinin artis1 boyunca nitrat
rediiktaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Sl¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark
% 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Bitkinin petiyollerinde nitrat rediiktaz aktivitesinin yapraklarda oldugu gibi kivrilma
derecesinin artmasina paralel olarak azaldif1 belirlendi. Bununla beraber kontrol ve % 19
kivrilma arasinda yapraklardan farkli olarak petiyollerde herhangi bir degisiklik goriilmedi.
Ancak kontrol ile kargilastinldiginda, % 36 yaprak kivrilma derecesinde aktivitenin 0,44
umol’den 0, 35 pumol’e diistiigii, daha sonra azalmanin devam ettigi ve % 79 kivrilma
derecesinde yaklagik olarak yar yariya azalarak 0,21 umol’e geriledigi bulundu (Sekil 20).
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Sekil 20. C. setosa’nmn petiyollerinde yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca
nitrat rediiktaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasim gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark

% 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Koklerde yapilan analizler sonucunda ise nitrat rediiktaz aktivitesinin kontrol ile
karsilastinldifinda % 19 kivrilma derecesinde bile azaldigi ve bu azalmamn istatistiki
bakimdan (P>0,05) énemli oldugu belirlendi. Bununla beraber, bu kivrilmadan sonraki
kivrilma derecelerinde maksimum kivrilmada dahil olmak iizere aktivitede 6nemli bir
degisiklik goriilmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. C. setosa’nin  koklerinde yaprak kivrilma derecesinin artigi boyunca
nitrat rediiktaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasim gostermektedir. Her bir
yaprak kivrilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar

arasindaki fark % 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Bitkinin yaprak, petiyol ve kékleri kendi arasinda karsilastirildiginda nitrat rediiktaz
aktivitesinin yapraklarda petiyol ve koklere nazaran oldukga fazla oldugu, petiyollerde ise
koklere nazaran daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 19-21).

3.9. Yaprak Kivrilmasmmn Endojenik Giberellik Asit (GA) Miktarn Uzerine
Etkisi

Yaprak kivrilmasi ile birlikte C. sefosa yapraklarinda endojenik GA; miktarinin 6nce
arttift sonra azaldifn ve daha sonra yine arttii goriildii. GA; igeriinin % 19 yaprak
kivrilma derecesinde % 49,5 oraninda arttif1 tespit edildi. Kontrole gore kaydedilen bu
artigin istatistiki bakimdan énemli (P>0,05) olmadi1 ancak % 36 kivrilma derecesinde
6nemli oldugu belirlendi. Kontrolle kargilastinldiginda % 55 kivrilmada % 47,4 oraninda
tespit edilen azalmanin ise istatistiki bakimdan 6nemli oldugu belirlendi. Bununla beraber
sonraki kivrilma derecelerinde endojenik GAj igerifinin hizla artarak yeniden kontrol
seviyesine ulagtigs kaydedildi (Sekil 22).
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Sekil 22. C. setosa’mn yapraklarinda kivrilma derecesinin artis: boyunca GA;
miktarindaki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Slglimlerin standart sapmasim gostermektedir. Her bir  yaprak
kivrilma derecesinde aymi harflerle gosterilen siitunlar arasindaki
fark % 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.10. Yaprak Kivrilmasmmn Endojenik Indol Asetik Asit (IAA) Miktar1 Uzerine
Etkisi )

GA; miktarina benzer olarak kuraklik stresine maruz birakilmig C. setosa’da yaprak
kivrilma derecesinin artigt boyunca, IAA miktarmin kontrole oranla istatistiki (P>0,05)
bakimdan 6nemli Slgiide 6nce arttif1 sonra ise azaldigy belirlendi. Yaprak kivriima derecesi
% 19 olarak él¢iildiigiinde IAA miktarinda kontrole oranla 2,9 kat artis meydana geldi. Bu
artigm % 36 ve 55 kivnilma derecesinde sirasiyla 5,4 ve 4,6 kat oldugu kaydedildi.
Kivrilma derecesi % 72 olarak 6lgiildiigiinde ise IAA miktarimin % 55 kivrilmaya oranla
yaklagik olarak yarim kat azaldify ve maksimum kivrilmada da kontrol ile aym degere
diistiigti tespit edildi (Sekil 23).
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Sekil 23. C. setosa’nin yapraklarinda kivrilma derecesinin artis1 boyunca IAA
miktarindaki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
sapmasin1  gdstermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde aymi harflerle gosterilen siitunlar arasmdaki

Ol¢iimlerin standart

fark % 5 (P>0,05) seviyesinde Snemsizdir)

3.11. Yaprak Kivrilmasinin Endojenik Zeatin (Z) Miktar1 Uzerine Etkisi

Kontrolle kiyaslandiginda yaprak kivrilma derecesinin artist boyunca zeatin
miktarmm arttifn ve bu artigin istatistiki bakimdan Snemli oldugu belirlendi. Kontrol
bitkilerinde 1,1 pg/g olan Z miktarinin % 19 kivnilma &lgiilen bitkilerde 2,6 pg/g oldugu
bulundu (Sekil 24). Kivrilma derecesi % 36 olarak &lgiildiigtinde ise Z miktarinin % 19
kivrilma derecesine gore azaldify tespit edildi. Bununla beraber bu azalmarmn istatistiki
bakimdan &nemli olmadigi goriildii. Yaprak kivrilma derecesi % 55°e ulagtiginda ise
kontrole gére 3,1 kat artig belirlendi. Kivilma derecesi artarken Z miktarinin daha da
artarak % 72 kivrilma derecesinde 6,5 ug/g ve % 79 kivrilma derecesinde de 5,5 pg/g’a

ulagtig1 belirlendi (Sekil 24).
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Sekil 24. C. setosa’nin yapraklarinda kivrilma derecesinin artis1 boyunca Z
miktarindaki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Slgimlerin standart sapmasiu gdstermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki
fark % 5 (P>0,05) seviyesinde Snemsizdir)

3.12. Yaprak Kivriimasmmn Endojenik Absisik Asit (ABA) Miktar1 Uzerine
Etkisi ’

Kuraklifa maruz birakilan bitkilerde yaprak kivrilma derecesinin artisi boyunca
ABA miktarimin kontrole oranla arttif1 ve bu artigin istatistiki bakimdan &nemli oldugu
belirlendi (Sekil 25). Kontrol bitkilerinde g taze agirhk bagma 0,9 pg/g olan endojenik
ABA miktarmin % 19 kivrilma derecesinde 0,4 pg/g’a diistiigii bulundu. Bununla beraber
bu azaligin istatistiki olarak énemli olmadig1 kaydedildi. % 36 yaprak kivrilma derecesinde
kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda 1,8 kat, % 55 kivrilma derecesinde ise 1,9 kat artigin
oldugu belirlendi. Bununla beraber bu artigin da yine istatistiki bakimdan &nemli olmadig
tespit edildi. Ancak % 72 ve % 79 kivrilma derecelerinde kontrole gére 3,9 kat olarak
Olgiilen artisin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu goriildii.
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Sekil 25. C. sefosa’nin yapraklarinda kivrilma derecesinin artis1 boyunca ABA
miktarindaki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgiimlerin  standart sapmasi gostermektedir. Her bir yaprak
kivrnilma derecesinde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki

fark % S (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)
3.13. Yaprak Kivrilmasinm RNA Miktar: Uzerine Etkisi

Ctenanthe setosa’nin yapraklarim orta ve asirt derecede kivirdifn durumda RNA
miktarinda meydana gelen degisiklikler Tablo 4’te gsterildi.

Kontrol bitkileri ve % 55 ve 79 yaprak kivrilma derecelerinde yapilan RNA
izolasyonlarnn sonucunda, kivrilmig yapraklardan izole edilen RNA miktarmin kontrolle
karsilagtinldifinda istatistiki olarak 6nemli derecede azaldig: tespit edildi (Tablo 4).



56

Tablo 4. C. setosa’nin yapraklarim kivirmas: esnasindaki

RNA miktarlar
Yaprak Kivrilma RNA miktan
Derecesi (%) pg/mg taze ag.
0 2,1£0,2*Db
55 1,8+0,2 a
79 1,3+£0,1 a

*Ug tekerriiriin ortalamasi. *Ug tekerriirlii ortalamalarm standart
sapmas1. Aym harflerle gosterilen degerler 6nemli Slgtide farkls

degildir (P>0,05), (Duncan Coklu Kargilagtirma Testi)
3.14. Yaprak Kivrilmasimin RNA Profili Uzerine Etkisi

C. setosa’nin yapraklarini orta (% 55 kivrilma derecesi) ve asiri (% 79 kivrilma
derecesi) derecede kivirdigi durumda RNA profilinde meydana gelen degisimleri
belirlemek i¢in yapilan agaroz jel elektroforezi sonucunda kiiciik RNA profillerinde
farkliliklarin oldugu belirlendi. Izolasyonun dogru bir sekilde yapildigim gosteren 28S ve
18S RNA bantlar ile kontrol bitkilerinde 4 adet ve kivrilmus bitkilerde 5 adet kiigiik RNA
bantlar1 jel iizerinde g6zlendi. Daha sonra kiiciik RNA profillerinin kargilagtirilmas
amaciyla yapilan inceleme sonucunda biiylikliik olarak 18S RNA’ya yakin olan bantlardan
hafif olanlara dogru gidildikge kontrol bitki RNA’lan ile karsilagtinldiginda iki RNA
bandmin stres esnasinda yogunlugunun arttif kaydedildi. Kontrol bitkilerinde belli belirsiz
olarak gézlenen iki bandm ise stres gegirmis bitkilerde ¢ok daha belirgin hale geldigi
goriildii. Ayrica, stres gecirmis bitkilerde kontrol bitki grubunda bulunmayan ilave bir bant
g6zlendi (Sekil 26).



57

28S rRNA —
18S rRNA —

Sekil 26. C. setosa’dan izole edilen RNA’larin % 1.4°liikk agaroz
jeldeki gériintiisii (1: Kontrol, 2: % 55 yaprak kivrilma
derecesi, 3: % 79 yaprak kivrilma derecesinde izole
edilen RNA)

3.15. PCR Reaksiyonlari ile 18S rRNA ve Ip3 Genlerinin Cogaltilmasi

Pinus taeda L.’den elde edilen 18S rRNA geni igin PtI8STIRNABI1 ile
Pt18SrRNAF1 ve su stresi sartlarinda uyarilan lp3 geni i¢in RTLP3B1 ile RTLP3F1
dejenerat primer kombinasyonlan kullanilarak yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriinler,
% 1,4’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve sonuglar BioDocAnalyze Jel goriintiileme sistemi ile
goriintiilenmigtir (Sekil 27-28).
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Sekil 27. Pt18SrRNABI ve Pt18SIRNAF1
dejenerat primer kombinasyonu
ile C. setosa genomik DNA’larindan
PCR yoluyla ¢ogaltilan DNA parcalarn
(1:negatif kontrol, 2:primer kombinasyonu)

Sekil 28. RTLP3B1 ve RTLP3F1 dejenerat primer
kombinasyonu ile C. sefosa genomik
DNA’larindan PCR yoluyla ¢ogaltilan
DNA pargalan (1:negatif kontrol,
2:primer kombinasyonu, 3: + kontrol
(Pinus taeda L.’ya ait 18S rRNA igin
diizenlenen dejenerat primerler)



59

3.16. 18S rRNA ve Ip3 Genleri Esas Alinarak Elde Edilen Baz Dizileri

18S rRNA ve Ip3 geni esas alinarak diizenlenen dejenerat primerlerden elde edilen
DNA parcalarimin pGEM-T vektériine klonlanmasinin dogrulugu agaroz jelde teyit
edildikten sonra, baz dizini belirleyen Davis Sequencing (ABD) sirketi aracilifiyla baz
dizinleri belirlendi. 18S rRNA ve Ip3 geni esas alinarak diizenlenen dejenerat primerlerden

elde edilen DNA baz dizileri sirasiyla Sekil 29 ve 30’da gosterildi.

TACGCCCGACGGTGACGGAGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCT
GACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCTTCGAGTCTGGT
AATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAG
TCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGT
TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTTGGGTTGGGTCGGTCGGTCCGCCTC
GCGGTGTGCACCGGTCGTCCCGTCCCTTCTGCCGGTGATGCGTGCCTGGCCTTA
ACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCCGTTACTTTGAAGAAATTAGAGTGCTCA
AAGCAAGCCCACGCTCTGGATACATTAGCATGGGATAACATCACAGGATTTCG
GTCCTATTGTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGG
GGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGA
ACCACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
GGGGGCTCGAAGACGATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCG
ACCAGGGATCGGCGGATGTTGCTTTTAGGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAA
TCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGG
AATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAA
CACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGCAAGGATTGACAGACTGAGAGC
TCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGA
TTTGTCTGGTTCTAGTGGATCCCCCAGAAAGAGCTGAATCGTATC

Sekil 29. C. setosa’da 18S rRNA geni esas alinarak elde edilen baz dizisi
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GTATCGCCACGACTCACACCACAAGGGAAGATGGGTAGCAAGGTAGAGGGAC
ACGGCCGGACTCGATGCCGTTGACATCCTCCACTAGAAGCTCGTAGTGGCTCTT
CACGTCCTCAATGGTTTTCCCCGGTACATCCGCTGCAATTTTCTCCCACCGGTC
GCTGCAATCCTCAGGGTGAGTTGCTAGGGCATTCTCAAATGCTTTTTCCTGCTC
CCTAGTCCACGACGAACCGCAGCTTTCTTCTTCCATCACCATCTCGCCAATCGA
AGACACCACGAACAAGGACGCCCTCAAAGTGTTCGAGATCCAAATTCATCAAC
TCATGTGCTCAAGGTGGGATCTTTCGCAGCGATAGCCCGCCTCCGCCTCAGATT
GATGAAAAGGCCACTAAACTTCGCCAGAATAGCGGCCAGAAATTGGATCTGAC
TGGTTCTTGAAAACAGAGACCCGATGACTCACCGGTATCTGAAAAATCATGCA
GAAAGGAGGCTGTAAAATGAAACCGCAGGCATGGAAGAAGATAGATGCGGAG
CAGTCGAGAGGAAAGGGCACCAAAACACAGAGCAAAAAAATCGAACAAAGA
AGACAACAGCCACCACTCAACAAAAACTAGGGCTTCCTGCAATAGCAAGCAG
AGTCACTGCAAAAGCCGGCCAAGGTTAAAAATGCAAGTGGAAAAAAATATCC
GCATCTGAGGACACAGAGGTATAACAATAGGGAGATTGGAAGTATTGGGGCG
AGAGATTGAAAGCAACCTTTGAAACCAGACAAAGAACCAAATAGATGTGATT
GTGGGATAACAGGAACAAAAGAGAACCTTGTGGATGATTGGAATGGGAACCC
TAAGCGATTTCTTTCACGCTCACAGTCCCCAAGTCCAATCCCTCAATCAAACAA
CATTACAGTAAAAATCTGGAATTTTGTCTACCAAAACAAGGAAGAAAAGAGCG
ACAAGAGGAAAAGGAAGGGCAAAAAGCATCACCACCTCTAGTGGATCCCCCA
GTAAAGAGCTGAATTCTATTCATCAT

Sekil 30. C. setosa’da Ip3 geni esas alinarak elde edilen baz dizisi

18S rRNA geni esas alinarak elde edilen DNA baz sirasi, gen bankasinda var olan
diger bitkilere ait baz siralan ile kargilagtirilarak aralarindaki benzerlik oranlari belirlendi

ve sonuglar Tablo 5°te g6sterildi.
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Tablo 5. Elde edilen 18S rRNA baz dizisinin gen bankasinda var olan bitkilere
ait 18S rRNA baz dizileriyle karstlastirilmasi

188 rRNA dizisine goére en fazla|Familya 18S rRNA’nin
benzedigi organizma benzeme orant
Marantochloa atropurpurea Marantaceae % 99
Maranta bicolor Marantaceae % 99
Calathea loeseneri Marantaceae % 98
Strelitzia nicolai Strelitziaceae % 99
Phenakospermum guyannense Strelitziaceae % 99
Ravenala madagascariensis Musaceae % 99
Musa acuminata Musaceae % 98
Heliconia indica Heliconiaceae % 99
Orchidantha fimbriata Lowiaceae % 99
Orchidantha siamensis Lowiaceae % 99
Pimeleodendron griffithianum Euphorbiaceae % 98
Xeronema callistemon Xeronemataceae | % 98
Calyptronoma occidentalis Aracaceae % 98

Lp3 geni esas alinarak dizayn edilen dejenerat primerler kullanilarak elde edilen baz
sirastun 6 farkli yonden translasyonu sonucunda olusabilecek amino asit dizileri belirlendi
(Ek 1). Bu amino asit dizileri gen bankasinda var olan diger bitkilere ait dizilerle
karsilagtirilarak aralarindaki benzerlik oranlan belirlendi. Elde edilen sonuglardan dnemli
goriilenler Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. Lp3 geni esas alinarak elde edilen DNA baz dizisinden olusmas1 miimkiin
olan amino asit siralanmn gen bankasmda kayitli difer transkriptlerle

karsilastirilmas1
Amino asit dizisine gore en | Familya Benzedigi tiriin Benzeme
fazla benzedigi organizma orani
Arabidopsis thaliana Brassicaceae | myb transkripsiyon faktérii | % 63

Lycopersicon esculentum | Solanaceae I-kutusu baglanma faktorii | % 52

Glycine max Fabaceae Syringolid-uyarici protein | % 52

Hevea brasiliensis Euphorbiaceae | myb transkripsiyon faktorii | % 50




4. TARTISMA

Bu c¢alismada C. sefosa’nin yaprak, petiyol ve kdklerinde yapilan analizlérde
kuraklik stresi esnasinda bitkinin strese karsi dayamklilik gelistirebilmesinde yaprak
kivrilma mekanizmasinin yam sira baska biyokimyasal ve molekiiler degigimlerin rol alip
almadig1 ve bu parametrelerin yaprak kivrilma mekanizmas: ile iligkili olup olmadig; tespit
edilmigtir.

Bitkide stres kosullarinda degisen ve bitkideki su eksikliginin derecesini gosteren
parametrelerden birinin, nispi su igeriindeki azalmamn oldugu ileri stiriilmiistiir (Flower
ve Ludlow, 1986). Bu nedenle galismamizda dncelikle yaprak kivrilma derecesinin artis:
boyunca nispi su igerigindeki degisimler belirlenmis ve boylece bitkinin strese maruz kalip
kalmadi1, kalmissa maruz kaldigy stresin derecesi tespit edilmistir. Nispi su igeriginin
yaprak kivrilma derecesinin artmasiyla beraber azaldigi ve 64 giin kuraklik periyodu
sonunda, yapraklarda % 94’ten % 78’e, petiyollerde ise yine % 94’ten % 67’e diigtligi
belirlenmigtir. Bu sonuglar literatiirdeki stres esnasinda bitki su igerifi iizerine yapilan
benzer ¢ahsmalarla uygunluk icerisindedir. Ornegin, Xerosicyos danguyi
(Cucurbitaceac)’de NSI’nin % 92’den % 50’ye diistiigii tespit edilmistir (Bastide vd.,
1993). Yine, musirda yapilan benzer bir arastirmada, kontrol bitkilerinin yapraklarindaki
NSI degismezken, kurakhiga maruz birakilanlarda kuraklifin 3. giiniinden sonra
azalmalarin oldugu belirlenmistir (Foyer vd., 1998). Mevcut ¢alismada, C. sefosa’da bu
diigiis ancak 32. giinde baglamis ve yukandaki degerlere ancak 64. giinde ulasilmugtir.
Goriildiigii gibi diger bitkilerle karsilagtirildiginda C. sefosa’daki bu diisiisiin uzun bir
kuraklik periyodu sonunda ve diisiik oranlarda olmasi bitkinin yaprak kivrilmasi
mekanizmast ile su kaybim azaltarak kurakliktan sakindigimi ve bdylece kurakliga karsi
dayaniklilik gosterdigini diigiindiirmektedir. Bu konuyu biraz daha agiklamak gerekirse; iki
bitki tiirli aym: kuraklik siddetine maruz kaldifi zaman birinin digerine gére daha fazla
NSI’ye sahip olmas1 o bitkinin kurakliga karsi daha dayanikli oldugunu gdstermektedir
(Passiosura vd., 1993). Diger taraftan, bu sonuglar C. setosa’nin siddetli kurakbk periyodu
esnasinda bile yaprak kivrilmasi sayesinde ancak orta derecedeki bir su stresinde goriilmesi
miimkiin olan bir NS seviyesine sahip oldugunu ve béylece yaprak kivrilmasmin strese
dayamiklihk sagladigim s6ylemek miimkiin olmaktadir. Smirnoff (1993)’un yaptig: ¢aligma
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bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Nitekim bu arastirici, orta derecede su stresine maruz
kalan bitkilerdeki NSI seviyesinin % 70’in iizerinde oldugunu ileri siirmiigtiir.

Su stresinden etkilenen diger parametrelerden birisi de kok:siirglin kuru agirlik
orammmin artmasidir (Hopkins, 1995; Wu ve Cosgrove, 2000). Bu nedenle mevcut
arastirmada kok:stirgiin kuru agirhk oramndaki degisimler de &lgiilmiis ve NSI azalirken
kok:siirgiin kuru agirlik oranimun stres esnasmda arttizn bulunmugtur. Bagka galigmalarda
da stres esnasinda kok:siirgiin kuru agirlik oramindaki degisim arastmimistir. Ornegin,
calismamizdaki sonuglara benzer olarak, Nguyen vd. (1997), kuraklik stresinin etkisi
artarken, kok:siirgiin kuru agurhk orammmin yiikseldigini ileri siirmiiglerdir. Larsson vd.
(1989), ise osmotik strese maruz birakilmis bugday fidelerinde 6 giinliik muamele stiresi
boyunca koék:siirglin kuru agirlik oraninda belirgin artislar belirlemiglerdir. Calismamizda
kuru agirhk yoniinden kok:slirgiin oramndaki artis, bu oranlarlarda NSI’nin olas
etkilerinden kaynaklanmis olabilir. Nitekim, topraktan su alimmi azaldig1 zaman bitkilerde
su eksikliginin meydana geldigi ve yaygin bir cevap olarak kok:stirgiin kuru agirhik
oraninin arttii ileri sitiriilmiistlicr (Wu ve Cosgrove, 2000).

Su stresinden etkilenen ve bitkinin strese karsi tolerans derecesini belirlemede
kullamilan bagka bir parametre ise fotosentetik pigmentlerin miktanidir. Ornegin klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil igerigi, klorofil a/b orani, klorofil kararlilik indeksindeki ve
karotenoid miktarlarindaki degisimlerin bitkilerin kurakliga toleransinin gostergesi oldugu
(Sairam vd., 1997/98) ve bu pigmentlerin igeriklerinin toleransh olan bitki ¢esitlerinde
yiiksek oldugu kaydedilmistir (Pastori ve Trippi, 1992; Sairam, 1994; Kraus vd., 1995). Bu
nedenle mevcut arastirmada bu parametrelere de bakilmig ve toplam klorofil igeriginin %
36, toplam karotenoid igeriginin ise % 55 yaprak kivrilma derecesine kadar sirastyla % 22
ve % 33 oraninda azaldig, daha sonraki kivrilma derecelerinde ise artarak yaklagik olarak
kontrol seviyesine ulagtifl goriilmiistiir. Pigment miktarindaki azalmanin az olmas: ve
hemen sonra kontrol seviyesine ulasmasi C. sefosa’nin yaprak kivrilma mekanizmasi
sayesinde strese karsi tolerans gosterdiginin diger bir delili olarak diigtiniilmektedir.
Nitekim, kurakhiga duyarli bugday gesitlerinin klorofil igeriginde belirgin azahglarin
oldugu, kuraklifa toleransli olanlarda ise bu azalisin fazla olmadig ileri siiriilmiigtiir
(Lascano vd., 2001). Diger taraftan fotosentetik pigment miktarlarindaki bu diigiis
literatiirdeki bazi ¢aligmalarla uygunluk igerisindedir. Ornegin, bugdayda yapilan bir
aragtirmada klorofil a ve klorofil b miktarinin kuraklik (Nyachiro vd., 2001), nem ve

sicaklik stresi esnasmda (Sairam vd., 1997) 6nemli derecede azaldifn bulunmustur.



Aragtrmamizda ilerleyen yaprak kivrilma derecesi ile beraber pigment miktarlarimin
artmas: ise Triticum ve Aegilops tiirleri lizerine yapilan bir galigma ile uygunluk
icerisindedir. Bu ¢aligmada osmotik stres muamelesi ile klorofil igeriginin arttif1 tespit
edilmistir (Gaspar vd., 2002). Baska ¢alismalarda da su stresinin fotosentetik pigmentlerin
igeriginde artiga neden oldugu belirlenmistir. Omegin, su stresinin Digitalis lanata’da B-
karoten (Smirnoff, 1993), Poa pratensis L. ve Festuca arundinacea L.’de ise klorofil
iceriginde artiglara neden oldugu tespit edilmistir (Jiang ve Huang, 2001). Calismamizda
yaprak kivrilma derecesinin az oldugu kosullarda fotosentetik pigment miktarlarmdaki
azalmalar, nispi su igeriginin etkilerinden kaynaklanabilir. Sonraki kivrnilma derecelerinde
pigment igeriBinin artmasi ise artan yaprak kivrilmasi ile yapragin i¢ ylizeyindeki bélgede
birikebilen su buhari sayesinde bitkiye iyilesme saglamasindan kaynaklanabilir. Nitekim,
Matthews vd. (1990), yaprak kivrilmas:i ile yapragin i¢ ylizeyindeki bélgede nem
biriktigini ve bu sayede bitkinin strese karsi daha fazla direng sagladigmi ileri
stirmiiglerdir. Gériildiigii gibi C. sefosa’da yaprak kivrilmast sirasinda NSI azalmasma
ragmen yaprak kivrilma mekanizmasi tarafindan bitkinin siddetli derecede stres gegirmesi
engellenmistir. Nitekim, soganda yapilan bir ¢aligmada kuraklik esnasinda NSi’nin
azalmasma ragmen yapraklarda klorofil kaybimin meydana gelmemesinin kurakhigin
siddetine bagli oldugu ileri siiriilmiistiir (Rensburg ve Kruger, 1994; Zhang ve Kirkham,
1996; Bartoli vd., 1999; Egert ve Tevini, 2002).

Su stresi esnasinda bitkilerin strese karg1 toleransi ile iligkili olan bagka bir parametre
de lipid peroksidasyonudur. Ornegin, su stresine maruz birakilmis bugday ve musir
cesitlerinde su stresi gartlari altinda lipid peroksidasyonunun arttii, bununla beraber
hassas gesitlerle karsilastinldifinda strese toleransh olanlarda azaldig: ileri siiriilmiigtiir
(Sairam vd., 1998; Pastori ve Trippi, 1992). Bu nedenle mevcut aragtirmada, yaprak
kivrilmas: siiresince bitkinin yaprak, petiyol ve kokiinde lipid peroksidasyonu 6lgiilmiis,
yaprak ve petiyolde MDA igeriginin % 36, koklerde ise % 55 yaprak kivrilma derecesine
kadar artig gosterdigi, daha sonraki kivrilma derecelerinde ise azaldifi belirlenmigtir.
Benzer sekilde bagka caligmalarda da su eksiklifi esnasinda lipid peroksidasyonunun
arttig: rapor edilmistir (Dhindsa vd., 1981/82; Burke vd., 1985; Borsani vd., 2001; Sairam
vd., 2001). Lipid peroksidasyonunun &nce artmasi daha sonra ise azalmasi, kuraklik
periyoduna marnz kalms bitkilerdeki NSI’nin azalmasindan ve fotosentetik pigment
miktarlarindaki degisimlerden kaynaklanmis olabilir. Nitekim, Jiang ve Huang (2001),
kurakliga maruz kalmus Festuca arundinacea L. ve Poa paratensis L. tiirlerindeki lipid
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peroksidasyonunun &nemli derecede artmasim pigment miktarlari ve NSi’deki azaliglara
baglamislardir. Benzer olarak g¢alismamzda klorofil ve karotenoid igerigi % 36 yaprak
kivrilma derecesine kadar azalirken, MDA igeriginin aym kivrilma derecesinde artis
gosterdigi, sonraki yaprak kivrilma derecelerinde ise klorofil ve karotenoid igerigi artarken
MDA igeriginin azaldig1 goriilmiistiir. Diger taraftan lipid peroksidasyonunun azalmasina
baz1 antioksidant enzim aktivitelerinin yiiksek seviyede tutulmasimin katki saglayabilecegi
de rapor edilmistir (Fu ve Huang, 2001). Mevcut arasgtirmada bu sorunun cevabi
antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki degigsimler arastirilarak belirlenmistir.

Bitkilerin maruz kaldif: ¢esitli streslerde degisken olan parametrelerden biri de
antioksidant enzim aktiviteleridir. Bu enzimlerin aktivitelerindeki degisimin, bitkilerde
cesitli yollarla iiretilen reaktif oksijen bilesiklerinin sitotoksik etkilerinden hiicre ve hiicre
alt yapilarim korudugu ve (Liebler vd., 1986; Elstner, 1987; Larson, 1988) bitkinin
cevresel streslere dayamikliliginda ve su stresine toleransinda etkili oldugu ileri siiriilmiigtiir
(Pastori ve Trippi, 1993). Diger taraftan, reaktif oksijen bilesiklerinin olugum yolarindan
birinin kuraklik sonucunda stomalarin kapanmasiyla mezofil dokusundaki CO,
konsantrasyonunun azalmasimn NADPH birikimine neden olmasi ve bdylece oksijenin
elektronlarn akseptdrii olarak rol oynamasinin oldugu kaydedilmistir (Egneus vd., 1975;
Cadenas, 1989). Bu nedenle, stomalarim kapatmak yerine yaprak kivrilmasim tercih eden
C. setosa’da artan yaprak kivrilma derecesine bagli olarak bazi antioksidant (SOD, GR ve
POD) enzimlerin aktivitelerindeki degisimler arastinlmustir. Yapraklarda yapilan analizler
sonucunda kivrilma derecesi artarken SOD aktivitesinin istatistiki bakimdan 6nemli
derecede defismedigi goriilmiigtiir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi durumunda SOD
aktivitesinin arttigl konusunda fazlaca galisma olmakla birlikte, elde ettigimiz bulgulara
benzer olarak bazi ¢aligmalarda su stresinin SOD aktivitesini etkilemedigi rapor edilmigtir
(Zhang ve Schmidt, 1999; Bartoli vd., 1999). Omegin, Borsani vd., (2001)’nin elde
ettikleri sonuglar bu bulgularmizi destekler niteliktedir. Bu arastinicilar, Lotus
corniculatus’da kuraklik esnasinda SOD aktivitesinde énemli bir degisimin olmadigim
kaydetmiglerdir. Yapraklarda SOD aktivitesinde &nemli derecede degisme olmamasi,
bitkinin stomalarini kapatmak yerine yapraklarim kivirmay tercih etmesinden ve bdylece
asi1 miktarda siiperoksit radikalinin olusmamasmdan kaynaklanabilir. Nitekim, C.
setosa’nin stomalarmm kapatmak yerine yapraklarm kivirdigi kaydedilmistir (Turgut ve
Kadioglu, 1998). Petiyol ve kokte ise SOD aktivitesinin % 19 yaprak kivrilma derecesinde
sirastyla % 12 ve % 11,5 oraminda azaldifi ve bu azalmalann sonraki yaprak kivrilma
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derecelerinde artarak kontrol seviyesine ulagtigy bulunmustur. SOD aktivitesinin % 19°luk
yaprak kivrilma derecesinde azalmasi, bitkinin yaprak kivrilmasim baglatarak stres
hasarlarina karsi koruma saBlamasindan kaynaklanabilir. Nitekim, antioksidant enzim
aktivitelerindeki azalmanm bitkinin strese kargt diger koruyucu mekanizmalar: harekete
gecirdiginin bir isareti olabilecegi ileri siiriilmiigtiir (Kronfuss vd., 1996). Bagka bir
olasilikla bu gorevi diger antioksidant enzimlerinin (peroksidaz vs.) {istlendigi
diigiiniilebilir. Ayrica, C. setosa’da kuraklik stresi altinda SOD cevabinin farkli olmasinin
bu tiire has bir 6zellik oldugunu da sdyleyebiliriz. Nitekim, literatlirdeki bazi ¢aligmalarda
SOD aktivitesinin azaldigi, bazilarinda ise arttifn kaydedilmistir. Ornegin, SOD
aktivitesinin Corchorus’ da azaldigi (Chowdury ve Choudhuri, 1985), Hordeum, Armeria
ve Deschampsia’da arttigi (Smirnoff, 1993), yonca (Irigoyen vd., 1992) ve aygigeginde ise
degismedigi (Smirnoff, 1993) belirlenmistir. Goriildiigii gibi bu konuda literatiirde agik bir
sonu¢ sergilenmemigtir. Ciinkii antioksidant enzimlerin su stresine cevaplan olduk¢a
¢esitlilik gostermekte olup, bitkinin tiiriine, gelisim agamasina, metabolik durumuna ve
stresin giddetine bagh olarak degisebilmektedir (Smirnoff, 1993; Iturbe-Ormaetxe vd.,
1998).

Mevcut ¢alismada diger bir antioksidant enzim olan GR aktivitesindeki degisimler de
arastirilmustir. Su stresine cevap olarak stomalarin kapanmas: sirasinda GR aktivitesinin
artmas1 neticesinde fotosentetik 151k reaksiyonunda NADP’nin elektronlar1 kabul edebildigi
ve bdylece siiperoksit radikalinin olugma ihtimalinin azaldi1 kaydedilmistir (Sairam vd.,
1997/98). Calismamizda yaprak kivrilma derecesi artarken yaprak ve petiyollerde GR
aktivitesinde kontrolle karsilastinidiginda istatistiki bakimdan 6nemli bir degisimin
olmadiy bulunmustur. Bu nedenle, yaprak ve petiyolde GR aktivitesinin degismeme
nedeninin stomalarin kuraklik periyodu esnasinda agik kalmasindan ve bdylece agiri
seviyede reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmemesinden kaynaklanabilecegi diistiniilebilir.
Nitekim, mevcut calismada yapraklarda yapilan analizlerde, siiperoksit radikallerini
temizleyecek olan SOD aktivitesinin degismemesi bu diislincemizi desteklemektedir.
Ayrica yaprak ve petiyollerde GR aktivitesinin degismemesinin diger bir nedeni de
bitkinin yapraklarimi kivirarak asin seviyede su eksikligine maruz kalmasint engellemesi
olabilir. Nitekim, literatiirdeki bazi galismalar bu diigiinceyi destekler niteliktedir. Oregin
Sgherri ve Navari-Izzo (1995), bu agiklamalarimiza benzer olarak GR aktivitesinin su
eksikliginin yogunluguna bagl oldugunu rapor etmistir. Koklerde ise GR aktivitesinin
yaprak kivrilma derecesi artarken istatistiki bakimdan 6nemli derecede artt11 goriilmiigtiir.
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Bu sonuglara benzer nitelikte, GR aktivitesinin kuraklik stresine maruz kalmis bugdayda
(Triticum aestivum) (Burke vd., 1985) ve pamukta (Gossypium hirsutum) (Gamble ve
Burke, 1984) arttip1 kaydedilmistir. Mevcut ¢alismada GR aktivitesinin literatiirden farkli
degisim gostermesini C. sefosa tiiriine 6zgii bir aktiviteye sahip olmasina da baglayabiliriz.
Nitekim, Castillo (1996)’mn yaptig1 aragtirmanin sonuglari bu agiklamalann destekler
niteliktedir. Bu aragtiric1 uzun siireli kuraklk periyodu esnasinda, GR aktivitesinin giddetli
derecede su eksikligi oldugu zaman (%50 NSI) Sedum album 1.’da arttigy tespit etmistir.
Bagka bir ¢alismada GR aktivitesinin kuraklik esnasinda aym NSI’de azaldiginn
kaydedildigi ve sonuglarmn literatiirden farkli olmasinin nedeninin tiir farkhilifindan
kaynaklandif ileri siirtilmiistiir (Jiang ve Huang, 2001).

Mevcut ¢aligmada, arastirilan antioksidant enzimlerden biri de peroksidaz enzimidir.
Yaptifimiz analizler sonucunda yaprak ve petiyolde yaprak kivrilma derecesinin artisi
esnasinda peroksidaz aktivitesinin de artti1 belirlenmistir. Bu bulgular literatiirdeki baska
¢alismalarla uygunluk igerisindedir. Ormnegin, soganda yapilan benzer bir ¢aligmada
kurakhk esnasinda biriken H,0,’in temizlenebilmesi igin POD aktivitesinin arttif1 rapor
edilmistir (Egert ve Tevini, 2002). Benzer sonuglar 1spanak (Tanaka vd., 1990) ve Sedum
album yapraklarinda (Castillo, 1996) yapilan galiymalarda da ortaya konulmugtur. Diger
taraftan, peroksidazlarin bitki hiicrelerinde geperin uzama ozelligi ile iligkili oldugu ve
lignin biyosentezindeki son enzimatik adimu kataliz ettikleri kaydedilmistir (Hinman ve
Lang, 1965; Mader ve Fiissl, 1982). Bu nedenle arastirmamizda POD aktivitesindeki
artislarm  as1l nedeninin antioksidant sistemde rol almasindan ziyade, bitkide stres
esnasinda lignifikasyona katki saglamasindan kaynaklandigimm diigtinmekteyiz. Diger
taraftan, peroksidaz enziminin bitkinin dayamkhliginin bir gostergesi oldugu
(Hammerschmidt vd., 1982, Dalisay ve Kue, 1995) ve POD aktivitesinin kurakliga direngli
olan bugday ¢esitlerinde artis g&sterdigi rapor edilmistir (Sairam vd., 2001). Bu nedenle C.
setosa’da yaprak kivrilma derecesi artarken POD aktivitesinin artmasimn kuraklik
kosullarinda bitkiye dayamklilik sagladigim sSylemek miimkiindiir. Kokte ise POD
aktivitesinin istatistiki bakimdan 6nemli derecede azaldifi g6riilmiistiir. Bu sonugtan
hareketle koékteki POD enziminin roliinii, daha yiiksek aktiviteye sahip oldugunu
saptadifimiz GR enzimi iistlenmis olabilir. Nitekim, GR enziminin POD enzimine benzer
olarak, hiicre icerisindeki H,O, gibi oksidatif stres iiriinlerinin temizlenmesinde rol aldig:
ve boylece oksidatif stresin olumsuz etkilerinin onarilmasina yardimc: olabilecegi ileri
stirlilmiistlir (Sairam vd., 1997/98).
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Mevcut arastirmada, bitkinin yaprak ve petiyollerinde SOD ve GR enzimlerinden
farkli olarak POD enziminin aktivitesinde bariz artiglar gozlenmistir. Bu nedenle
peroksidazlarin poliakrilamid jel elektroforezi ile daha ayrintili arastirilmast amaglanmgtir.
Bu metotla elde ettigimiz sonuglar incelendiginde, C. sefosa’nin yapraklarinda Rf degerleri
sirastyla 0,05, 0,17 ve 0,2 olan 3 tane izoenzim bandi belirlenmistir. Kontrolde ve yiiksek
yaprak kivrilma derecelerinde 0,2 Rf degerine karsilik gelen bir bandin % 19’luk yaprak
kivrilma derecesinde bulunmadifi ve bdylece kontrolde 3 tane olan izoenzim bant
sayisinin bu kivrilma derecesinde 2 tane oldufu gériilmiistiir. Petiyollerde ise Rf degerleri
0,16; 0,19; 0,34 ve 0,37 olan 4 adet izoenzim band1 gézlenmistir. Ayrica ¢alismamizda
genel olarak incelendiginde yaprak ve petiyoldeki bazi izoenzim bantlanmin yaprak
kivrilma derecesine bagli olarak koyuluk ve kalinliklarimin giderek arttig tespit edilmigtir.
Dolayisiyla yaprak kivrilma derecesindeki artisin bitkiyi strese kars1 daha toleransli hale
getirebilecegi diigiiniilebilir. Nitekim, POD enziminin strese toleransla iligkili oldugu ileri
siiriilmiigtiir (Sgherri vd., 2000; Sairam vd., 2001). Tanaka vd. (1990), ise su stresi
altindaki 1spanak yapraklarindaki POD aktivitesinin arttigim ve strese kars1 toleranslarimn
gelistigini rapor etmislerdir.

Antioksidant enzim aktiviteleri ile ilgili elde edilen bulgularimiza dayanarak, lipid
peroksidasyonunun yaprak ve petiyolde % 55, kokte ise % 72 yaprak kivrilma
derecelerinden sonra azalmasina kivrilma esnasinda yapraklarda POD, kokte ise GR
aktivitesinin katki saglayabilecegini ifade edebiliriz.

Antioksidant enzimlerden olmayan fakat stres kosullarinda etkilenen enzimlerden
biri de azot metabolizmasinda rol alan nitrat rediiktaz enzimidir. Arastirmamizda kuraklik
periyodu esnasinda bu enzimin aktivitesindeki degisimler de arastinlmistir. NR
aktivitesinin yaprak, petiyol ve kokte azaldif1 saptanmis ve bu azalmalar istatistiksel olarak
Snemli bulunmustur. Literatiirde yapilan baska ¢aligmalarda da su stresi ve osmotik stres
kosullan altinda NR aktivitesinin azaldip ileri stiriilmiistiir (Ackerson vd., 1977; Larsson
vd., 1989; Foyer vd., 1998). Ornegin ¢alismamiza benzer olarak, pirincin hem siirglin hem
de koéklerinde yapilan analizler sonucunda, NR aktivitesinin su stresi kosullarinda azaldig
kaydedilmigtir (Pandey ve Agarwal, 1998). Literatiirde yapilan g¢aligmalarda stres
esnasinda NR aktivitesindeki azalmanin bir ¢ok nedenlerden kaynaklanabilecei rapor
edilmistir. Ornegin bazi arastiricilar su stresi esnasinda NR aktivitesindeki azalmanm

nedenini enzimin inaktivasyonuna (Sinha ve Nicholas, 1981), nitratin yapraga tasinma
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orammin azalmasina (Shaner ve Boyer, 1976), protein sentezinin inhibisyonuna (Plaut,
1974) baglanmmslardir.

Calisgmamizda ise yaprak kivrilma derecesinin artist boyunca, NR aktivitesindeki
aiahsm bitkinin dayamklhilifina asagidaki yollarla katki saglamasi olasidir: 1) NR
aktivitesinin azalmasi kuraklik esnasinda nitrat asimilasyonunu durdurarak bitkiye
biyokimyasal bir adaptasyon saglamis olabilir (Hanson ve Hitz, 1982). 2) Aktivitenin
azalmasi sonucunda hiicre igindeki nitrat miktar1 artmig ve béylece osmotik ayarlamaya
katk1 yapmus olabilir (Cormnic, 1994). C. setosa’da yapilan bagka bir ¢alismada prolin ve
indirgen seker gibi osmotik ayarlamaya katk: saglayan bilesiklerin yaprak kivrilmasi
esnasinda arttig1 rapor edilmistir (Kadioglu ve Turgut, 1999). Bu nedenle yliksek osmotik
ayarlama mekanizmasina sahip olan bu bitkide nitrat miktarim1 azaltmamak amaciyla NR
aktivitesinin azalmis olabilecegi diisiintilebilir.

Stres esnasinda etkilenen parametreler arasinda igsel hormon seviyeleri de yer
almaktadir. Bu nedenle C. sefosa yapraklannda GAj;, IAA, Z ve ABA’nin yaprak
kivrilmasi esnasindaki degisimleri arastirilmig ve yaprak kivrilmasi derecesi artarken igsel
TAA miktarlarimin kontrole oranla 6nce arttig1 sonra ise azaldig goriilmiistiir. Bu sonuglan
destekler nitelikte baska caligmalarda da kurakhifin bitki biiylime hormonlarnin igerigi
iizerine etkileri aragtirilmus ve IAA igerifinin stres esnasmda azaldig: bulunmustur (Cellier
vd.,1998). Diger taraftan ¢alismamizda, GA; igerifinin yaprak kivrilmas: ile orantili bir
degiskenlik géstermedigi bulunmustur. Dolayisiyla bu hormonun seviyesindeki
degisimlerin, kuraklik stresinden degil de bitkinin gelisimi gibi bagka nedenlerden
kaynaklanabilecegi soylenebilir. Nitekim, Hosoki vd. (1987)’nin stres sartlarindaki
kavunda yaptiklar1 ¢alismalar bu bulgularimizi desteklemektedir. Bu arastiricilar, GA3z’nin
su kaybim kontrol etmede diger hormonlardan daha az 6nemli oldugunu ileri stirmiislerdir.

Ayrica, ¢aligmamizda zeatin ve ABA miktarlaninin  istatistiki bakimdan 6nemli
derecede arttigy tespit edilmistir. Bagka galigmalarda da diigiik su potansiyelinde ABA
seviyesinde énemli artiglarin oldugu ileri siiriilmiistiir (Wright, 1969; Larsson vd., 1989;
Ederli vd., 1997; Stikic ve Davies, 2000). Diger taraftan, ¢aligmamizda ABA seviyesinin
% 72 ve % 79 yaprak kivrilma derecelerinde artmas1 ABA’nin bitkinin toleransimna katki
sagladifim gostermektedir. Nitekim, su stresi kosullarinda liretilen ABA’min kurakliga
karsi toleransta Gnemli bir rol oynadifi kaydedilmistir (Shinozaki ve Yamaguchi-
Shinozaki, 1997). Price vd. (2002), ise yaprak kivrilmas: ve ABA iiretiminin artmasimn su
eksikliginin olumsuz etkilerini azalttigim ileri siirmiiglerdir. Diger taraftan, sitokininlerin
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su ve sicaklik streslerine toleranshi olan kloroplast tiplerinin olugumunu uyardigi
(Lichtenthaler vd., 1981) ve belli proteinlerin sentezini tesvik ederek su stresinin bitkiler
iizerindeki olumsuz etkilerini azalttigi (Chernyadev, 1997) rapor edilmigtir. Calismamizda
yaprak kivrilma derecesi artarken zeatin miktannmn da artmasi bu diisiinceyi
desteklemektedir.

Yapraklarin kivrilma periyodunda biiyiime hormonlariin seviye' .¢ genel olarak
bakildiginda ise yliksek kivrilma derecelerinde GA3 ve IAA seviyesinin énemli derecede
azaldig1, zeatin ve ABA seviyelerinin ise arttifn bulunmustur. Bu nedenle ancak yiiksek
derecedeki yaprak kivrilmasi esnasmnda igsel hormon seviyesinin etkilendigi fikri
gliclenmistir.

Mevcut arastirmada, kuraklik stresine cevap olarak bazi molekiiler parametreler de
tayin edilmistir. Bunlar RNA miktari, RNA profili ve gen seviyesinde yapilan tayinlerdir.
C. setosa’da yaprak kivrilmasi esnasinda RNA seviyesinin azaldigi belirlenmigtir. Barathi
vd. (2001)’nin yapmis oldugu c¢aligmalar bu bulgularimizi desteklemektedir. Bu
aragtiricilar, dut bitkisinde su stresi esnasinda kontrol bitkileri ile karsilastinldiginda RNA
igeriginde belirgin bir azalma gézlemislerdir. Bagka ¢alismalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir. Ornegin kantitatif analiz sonucunda kloroplast RNA’larinin su stresi esnasinda
azaldig belirlenmistir (Yordanov vd., 2000).

Caligmamizda RNA’larin agaroz jel elektroforezi sonuglarina bakildiginda ise
kloroplast ve mitokondi RNA’larina ait bazi bantlarin % 55 ve % 79 yaprak kivriima
derecelerinde, kontrol bitkileri ile kargilagtinldiginda yogunluklarimin arttify gézlenmistir.
Bu nedenle muhtemelen kloroplast veya mitokondride bulunan bazi proteinleri sentezleyen
transkriptlerin yaprak kivrilmasi esnasinda seviyelerinin arttifx diigtiniilmektedir. Nitekim,
bir ¢ok bitki tiiriinde stres esnasinda baz1 genlerde transkripsiyonel seviyede degisimlerin
meydana geldigi ileri siirlilmustir (Mittler ve Zilinskas, 1994; Ashok vd., 2001).
Caligmamizda baz1 transkriptlerin seviyeleri artarken RNA miktarinin azalmas: ise NR
enzimini kodlayan transkriptler gibi bazi enzim veya proteinlere ait transkriptlerin
seviyelerinin azalmasindan kaynaklanabilecegini soyleyebiliriz. Nitekim mevcut
calismamizda NR aktivitesinde ve daha &nce protein sentezinde (Kadioglu ve Turgut,
1999) belirledigimiz azalmalar bu ifademizi desteklemektedir.

Son yillarda yaprak kivrilmasin kontrol eden gen bdlgesini bulmaya yonelik, piring
ve seker kamisinda klonlama ¢aligmalar1 yapilmis ve bazi veriler elde edilmistir (Carson ve
Botha, 2000; Price vd., 2002). Diger taraftan, ¢ogu bitkilerde kuraklik tarafindan uyarilan
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baz1 genler tammlanmasina ragmen, bitkilerin su stresine toleransindaki molekiiler esaslar
hala tam olarak agiklanamamugtir (Ashok vd., 2001). Calismamizda ise 18S rRNA ve su
stresi tarafindan uyarilan Ip3 geni esas alinarak dejenerat primerler diizenlenmis ve DNA
baz dizileri elde edilmigtir. Bitkinin 18S rRNA geninin baz dizisi gen bankasinda var olan
diger bitkilere ait baz dizileri ile karsilagtirildiginda bu siranin C. setosa ile aym familyaya
ait li¢ tiire (Maranta bicolor, Calathea loeseneri, Marantochloa atropurpurea) % 98-99
oraninda yiiksek bir benzerlik géstermesi bu siranin dogrulugunu teyit etmektedir. Bundan
sonra yapilacak olan diger PCR ¢aligmalarinda bu siranin kontrol olarak kullamlabilecegini
ifade edebiliriz. Ayrica mevcut galismada Pinus taeda’dan elde edilen Lp3 geni esas
aliarak dizayn edilen dejenerat primerler kullamlarak C. sefosa’da elde edilen baz
dizisinin bitki genomunun su eksikligi stresine cevap veren boliimle ilgili olabilecegi
kanaatine varilmistir. Nitekim, Pinus taeda L.’da Ip3 geninin su eksikligi stresi tarafindan
uyarilan bir gen oldugu rapor edilmistir (Padmanabhan vd., 1997). Diger taraftan yapilan
bir c¢ahsmada stres esnasinda bazi genlerin uyarilmasinin bitkinin strese kargi
adaptasyonunu gii¢lendirdigi ileri stiriilmiistiir (Bray, 1997). Bu nedenle, C. setosa’da elde
edilen bu siramn bitkinin strese kars1 adaptasyonu ile ilgili olabilecegi fikri giiglenmistir.
Diger taraftan karakterize edilemeyen bu baz sirasinin bir proteini kodlayip kodlamadig:
konusunda bir bilgiye sahip degiliz. Bununla berab-er bu swranmm 6 farkli: yonden
translasyonu yapilip gen bankasindaki mevcut bilgilerle karsilastirildiginda, 3°5° ve 3.
yonden elde edilen amino asit dizisinin Arabidopsis thaliana basta olmak iizere bitkilere ait
transkripsiyon fakttrlerine % 50°den fazla benzerlik gosterdigi bulunmugtur. Dolayisiyla,
mevcut baz sirasindan bu aminoasit dizisinin olugma ihtimalinin yiiksek oldugunu
s6ylemek miimkiindiir.

Sonu¢ olarak; caligmamizda elde edilen bulgulara gore, C. setosa’min yaprak
kivrilma cevabimn yam sira bazi biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki mekanizmalarin
da uyarilmasiyla kuraklik stresine ortak bir tolerans gésterdigi sonucuna varnlmistir. Ayrica
s6z konusu bu mekanizmalarin sadece yapraklarda degil, bitkinin difer kisimlarim

olusturan petiyol ve kéklerde de aktif oldugu saptanmigtir.



5. SONUCLAR

1) Kuraklik stresine maruz birakilan Crenanthe setosa’da yaprak kivrilma
derecesinin (%) artis1 boyunca, nispi su igerifinin azaldigi, kok:siirgiin oraminin arttig,
toplam klorofil, klorofil a/b oram ile klorofil kararlilhik indeksinin % 36 yaprak kivrilma
derecesine kadar azaldigl, daha sonraki kivrilma derecelerinde arttif1, toplam karotenoid,
miktarimm ise % 55 yaprak kivrilma derecelerine (%) kadar azaldi$i1, daha sonraki kivrilma
derecelerinde de arttigi bulunmusgtur.

2) Bitkilerde lipid peroksidasyonunun meydana geldigini gdsteren MDA igeriginin
yaprak kivriima derecesinin artisi esnasinda yaprak ve petiyolde % 36 yaprak kivrilma
derecesine kadar artt181, daha sonraki kivrilmalarda da azaldigi, kdklerde ise % 535 yaprak
kivrilma derecesine kadar arttigi, sonra ise azaldif1 gériilmiistiir.

3) Yaprak kivrilma derecesinin artisi stiresince, SOD aktivitesinin yapraklarda
onemli derecede degisiklik géstermedigi, petiyol ve kokte ise % 19 yaprak kivrilma
derecesinde sirasiyla % 12 ve % 11,5 oraminda azaldign fakat bu azalmanin sonraki
kivrilma derecelerinde artarak kontrol seviyesine ulastify saptanmistir.

4) GR aktivitesinin yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca, yapraklarda kontrole
gére Once arttift sonra azaldifn daha sonra yine arttifi kaydedildi. Bununla beraber
aktivitedeki degigimlerin kontrole oranla istatistiki bakimdan Onemli olmadif
belirlenmigtir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda petiyolde de GR aktivitesinin degismedigi
fakat kékte 6nemli derecede arttif1 bulunmustur.

5) Kuraklik periyodu boyunca artan yaprak kivrilma derecelerinde, peroksidaz
aktivitesinin bitkinin yaprak ve petiyoliinde istatistiki bakimdan 6nemli derecede arttigy,
kokiinde ise azaldigi belirlenmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda yapraklarda
Rf degerleri sirasiyla 0,05, 0,17 ve 0,2 olan 3 tane peroksidaz izoenzim bandmin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica kontrolde ve yliksek yaprak kivrilma derecelerinde 0,2 Rf degerine
karsilik gelen bir bandin % 19 kivrilma derecesinde bulunmadigy ve bdylece 3 tane olan
izoenzim bant sayisinin 2 tane oldugu goriilmiigtiir. Petiyolde ise Rf degerleri 0,16; 0,19;
0,34 ve 0,37 olan 4 adet izoenzim band: 6l¢iilmiis ve bu bantlarin aktiflifinin yaprak
kivrilma derecesinin artigi boyunca giderek arttig1 tespit edilmigtir.

6) Bitkinin yaprak, petiyol ve koklerinde yapilan analizler sonucunda NR

aktivitesinin istatistiki bakimdan 6énemli derecede azaldig1 bulunmustur.



73

7) Yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca, C. setosa yapraklarinda endojenik GA
miktarmnin % 36 kivrilma derecesine kadar istatistiki bakimdan 6nemli derecede arttifn, %
55 kivrilma derecesinde azaldig: ve daha sonraki kivrilmalarda yine arttifn saptanmugtir.
IAA miktarinin da kontrole oranla % 36 kivrilma derecesine kadar arttifi sonraki
kivrilmalarda azaldign gériilmiistiir. Bununla beraber zeatin ve ABA miktarinn ise arttig
belirlenmistir.

8) Kontrol bitkileri ve % 55 ve 79 yaprak kivrilma derecelerinde yapilan RNA
izolasyonlar1 sonucunda, RNA miktarinin kontrole gére istatistiki olarak Snemli derecede
azaldif tespit edilmistir.

9) RNA profilinde meydana gelen degisimleri belirlemek i¢in yapilan agaroz jel
elektroforezi sonucunda kontrol bitkilerinde 4 adet ve kivrilmis bitkilerde 5 adet kiigiik
RNA bantlar1 gozlenmigtir. Ayrica bu bantlarin kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda stres
esnasinda bazilarmin daha belirgin hale geldigi, bazilarimin ise yoZunluBunun arttig1
saptanmustir.

10) C. setosa’min yaprak kivrilma mekanizmasimin yanmi sira nispi su igerigi,
kok:siirgiin orami, fotosentetik pigmentler, lipid peroksidasyonu, bazi antioksidant
enzimler, NR enzimi ve baz1 biiyiime hormonlarinin seviyelerindeki degisimler ile artan
bazi transkriptlerin Katkilariyla kuraklik stresine tolerans gosterebilecegi sonucuna
varilmstir.

11) Bu ¢ahsma sonucunda, C. sefosa’da 18S rRNA geni ilk defa belirlenmis ve su
stresi sartlarinda uyarilan Ip3 geni esas almarak dizayn edilen dejenerat primerler
kullamlarak karakterize edilemeyen bir DNA baz dizisi elde edilmistir.



6. ONERILER

Ctenanthe kuraklik stresine karsi adaptasyon yetenegi yiikksek ve laboratnar
kosullarinda yetigtirilmesi nispeten kolay olan model bir bitkidir. Bu bitki tizerinde siirekli
calismalar yapmamizin asil nedeni, bitkinin stomalarini kapatmayarak, yapraklarim
kivirmak suretiyle kurak bir ortamda uzun siire yasamina devam etmesidir. Yaprak
kivrilma mekanizmasinin en biiyiik avantaji, daha 6nce belirtildigi gibi bitkinin stomalarimi
kapatmamasindan dolay1 fotosentez olaymin belirli bir seviyede devam etmesidir. Yaprak
hvﬁhnas1 olmayan bitkilerin kuraklipa maruz kalmasi sonucunda genelde stomalarim
kapatarak belirli bir siire bu stres durumundan sakmmaya galigmakta, stresin uzamasi
sonucu ise besin sentezi (fotosentez) yapamamasindan dolayr &liimii s6z konusu
olabilmektedir. Diinyadaki tarim alanlarinda karsilagilan en &nemli olumsuzluklardan
birisinin kuraklik olmasindan dolayi, Ctenanthe setosa’da ve diger bazi Gramineae
tiirlerinde mevcut olan yaprak kivriima veya katlanma mekanizmasimn diger kiiltiir
bitkilerine kazandirilmasmin verim artiginda ¢ok 6nemli rol oynayacagi agiktir. Yaprak
kivrilma mekanizmasimin ¢aligilmas: bakimindan yukanda belirtildigi gibi iyi bir model
bitki olan Ctenanthe setosa’da kuraklik stresi esnasinda meydana gelen degisimlerin
ayrintili olarak bilinmesi 6nemlidir. Burada asil énemli olan, bu olayin gen seviyesindeki
kontroliiniin belirlenmesidir. Bu olaydan sorumlu genlerin tanimlanmasinda sonra, kiiltiir
bitkilerine bu genlerin aktarilmasi diger arastirilmas: gereken énemli konulardan biridir.

Yaprak kivrilma mekanizmasinin aragtinildifn meveut g¢ahismamizda, kivrilma
derecesi artarken antioksidant sistemde rol alan bazi enzimlerdeki degisim belirlenmistir.
Bu mekanizmanin daha ayrintili olarak incelenebilmesi i¢in antioksidant sistemde rol alan
enzimatik olmayan antioksidantlarin aragtirilmasina ve kuraklik stresi ile ilgili enzimleri
kodlayan genlerin ifadelerinin incelenmesine gereksinim duyulmaktadir.

Klonlama galigmalarimizin sonucunda ise Ctenanthe setosa bitkisine ait 188 rRNA
geninin baz dizisi belirlenmigtir. Bundan sonra yapilacak olan diger PCR ¢aligmalarinda bu
siramin kKontrol olarak kullamilabilecegi kanaatindeyiz. Ayrica arastirmamizda su stresi
sartlarinda uyarildig bilinen Ip3 geni esas alinarak dizayn edilen dejenerat primerler C.
setosa’nin genomuna klonlanarak bu bitkiye ait karakterize edilemeyen bir baz dizisi elde
edilmigtir. Bundan sonraki yaprak kivrilmasim kontrol eden genin bulunmasma y6nelik
aragtirmalarin devam etmesi gerektigi diigiincesindeyiz.
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8. EKLER

Ek 1. C. setosa’da Lp3 geninden elde edilen baz dizisinin olasi amino asit
siralarn

5'3'Yon 1
VSPRLTPQGKMGSKVEGHGRTRCRHPPLEARSGSSRPQWFSPVHPLQFSPTGRCNP
QGELLGHSQMLFPAPSTTNRSFLLPSPSRQSKTPRTRTPSKCSRSKFINSCAQGGIFR
SDSPPPPQIDEKATKLRQNSGQKLDLTGSKQRPDDSPVSEKSCRKEAVKNRRHGRR
MRSSREERAPKHRAKKSNKEDNSHHSTKTRASCNSKQSHCKSRPRLKMQVEKNIR
IGHRGITIGRLEVLGREIESNLNQTKNQIDVIVGQEQKRTLWMIGMGTLSDFFHAHS
PQVQSLNQTTLQKSGILSTKTRKKRATRGKGRAKSITTSSGSPSKELNSIHH

5'3'Yon 2
YRHDSHHKGRWVARRDTAGLDAVDILHKLVVALHVLNGFPRYIRCNFLPPVAAIL
RVSCGILKCFFLLPSPRRTAAFFFHHHLANRRHHEQGRPQSVRDPNSSTHVLKVGS
FAATARLRLRLMKRPLNFARIAARNWILVLENRDPMTHRYLKNHAERRLNETAGM
EEDRCGAVERKGHQNTEQKNRTKKTTATTQQKLGLPAIASRVTAKAGQGKCKW
KKISASEDTEVQGDWKYWGERLKATFETRQRTKMLWDNRNKREPCGLEWEPAIS
FTLTVPKSNPSIKQHYSKNLEFCLPKQGRKERQEEKEGQKASPPLVDPPVKSILFI

5'3' Yon 3
IATTHTTREDGQGRGTRPDSMPLTSSTRSSWLFTSSMVFPGTSAAIFSHRSLQSSGV
ARAFSNAFSCSLVHDEPQLSSSITISPIEDTTNKDALK VFEIQIHQLMCSRWDLSQR
PASASDKGHTSPERPEIGSDWFLK TETRLTGIKIMQK GGCKMKPQAWKKIDAEQS
RGKGTKTQSKKIEQRRQQPPLNKNGFLQQAESLQKPAKVKNASGKKYPHLRTQR
YNNREIGSIGARDKQPLKPDKEPNRCDCGITGTKENLVDDWNGNPKRFLSRSQSPS
PIPQSNNITVKIWNFVYQNKEEKSDKRKRKGKKHHHLWIPQRAEFYSS

3'S'Yén 1
MMNRIQLFTGGSTRGGDAFCPSFSSCRSFLPCFGRQNSRFLLCCLIEGLDLGTVSVK
EIAGSHSNHPQGSLLFLLSHNHIYLVLCLVSKVAFNLSPQYFQSPYCYTSVSSDADI
FFHLHFPWPAFAVTLLAIAGSPSFCVVAVVFFVRFFCSVFWCPFLSTAPHLSSSMPA
VSFYSLLSAFFRYRVIGSLFSRTSQIQFLAAILAKFSGLFINLRRRRAIAAKDPTLSTV
DEFGSRTLGRPCSWCLRLARWWKKKAAVRRGLGSRKKHLRMPQLTLRIAATGGR
KLQRMYRGKPLRTRATTSFWRMSTASSPAVSLYLATHLPLWCESWRY

3'5' Yon 2
IEFSSLLGDPLEVVMLFALPFPLVALFFLVLVDKIPDFYCNVVLRDWTWGLAKKS
LRVPIPIHKVLFCSCYPTITSIWFFVWFQRLLSISRPNTSNLPIVIPLCPQMRIFFSTC
IFNLGRLLQLCLLLQEALVFVEWWLLSSLFDFFALCFGALSSRLLRIYLLPCLRFHF
TASFLHDFSDTGESSGLCFQEPVRSNFWPLEFWRSLVAFSSIGGGGLSLRKIPPAHEL
MNLDLEHFEGVLVRGVFDWRDGDGRRKLRFVVDGAGKSIECPSNSPGLQRPVGE
NCSGCTGENHGREEPLRASSGGCQRHRVRPCPSTLLPIFPCGVSRGD
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Ek 1°’in devamu

3'5'Yén 3
DENSALYWGIHRWCFLPFLFLLSLFSSLFWTKFQIFTVMLFDGIGLGDCERERNR
LGFPFQSSTRFSFVPVIPQSHLFGSLSGFKGCFQSLAPILPISLLLYLCVLRCGYFFPL
AFLTLAGFCSDSACYCRKPFLLSGGCCLLCSIFLLCVLVPFPLDCSASIFFHACGFIL
QPPFCMIFQIPVSHRVSVFKNQSDPISGRYSGEVWPFHQSEAEAGYRCERSHLEHM
SIWISNTLRASLFVVSSIGEMVMEEESCGSSWTREQEKAFENALATHPEDCSDRWE
KIAADVPGKTIEDVKSHYELLVEDVNGIESGRVPLPCYPSSLVVVVAI
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